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ZUSAMMENFASSUNG 
Assoziation von MDR1 - vermittelter Multidrug Resistance und der 
Cyclooxygenase-2 in AML – Blasten beim Kind – Modulation der Resistenz 
durch präferentielle Cyclooxygenase-2 – Inhibitoren. 
Ulrike Puhlmann 
 
 
Die Entwicklung einer Chemotherapieresistenz von malignen Blasten bei der akuten 
myeloischen Leukämie (AML) hat wesentlichen Einfluß auf das Therapieansprechen 
und -ergebnis der Patienten. Ein sogenannter „Multidrug Resistance“ (MDR)-Phänotyp 
der Zellen beruht dabei sehr häufig auf der Überexpression von Transportproteinen, 
welche Zytostatika aus den Zellen heraustransportieren und so das intrazelluläre 
Erreichen zytostatischer Wirkkonzentrationen verhindern. Das am besten 
charakterisierte und hier untersuchte Transportprotein ist das durch das MDR1-Gen 
kodierte P-Glykoprotein (Pgp) vom Typ 1. Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten nun 
darauf hin, dass es in AML-Blasten, wie auch in anderen Tumorformen, zu einer 
verstärkten Cyclooxygenase-2 (COX-2)-Expression kommt, und dass die COX-2, als 
Schlüsselenzym des Arachidonsäurestoffwechsels, eine wichtige Rolle bei der 
Doxorubicin-vermittelten Pgp-Überexpression spielt. Die Behandlung von AML-Zellen 
mit dem COX-2–präferentiellen Inhibitor Meloxicam verringerte die Pgp-Expression der 
Tumorzellen und steigerte so die zytostatische Effizienz von Doxorubicin. Als Mediator 
der COX-2-vermittelten Induktion der Pgp-Expression scheint dabei das COX-2–
Produkt Prostaglandin E2 zu fungieren, da es den günstigen Effekt von Meloxicam zu 
antagonisieren vermochte. Die pharmakologische Hemmung der MDR1-Expression 
durch COX-2-Inhibitoren stellt dabei ein völlig neues Prinzip der Resistenzintervention 
dar, da eine Hemmung der MDR1-abhängigen Resistenz bisher nur über die 
kompetitive, direkte Hemmung der Pgp-Funktion versucht wurde. Die Hemmung der 
MDR1-Expression würde dabei die Option bieten, die massiven Nebenwirkungen, die 
die bisher getesteten Inhibitoren der Pgp-Funktion auf Grund der benötigten hohen 
Konzentrationen aufwiesen, zu vermeiden, und so die Therapie der AML, bei erhöhter 
Selektivität, nebenwirkungsärmer zu optimieren. 
Inhaltsverzeichnis  I 
1 Einleitung ......................................................................................... 1 
1.1 Akute myeloische Leukämie (AML) ............................................... 1 
1.1.1 Hämatopoese und Leukämie............................................................. 1 
1.1.2 Klassifikation der AML....................................................................... 2 
1.1.3 Behandlung der AML......................................................................... 5 
1.1.4 Multidrug Resistance ......................................................................... 6 
1.2 P - Glykoproteine............................................................................. 7 
1.2.1 Struktur und Topologie von P - Glykoproteinen................................. 9 
1.2.2 Mechanismus und Regulation des MDR1 - vermittelten Transports 10 
1.2.3 Gewebeverteilung und physiologische Funktionen von P - 
Glykoproteinen ................................................................................ 11 
1.2.4 P - Glykoproteine als Resistenzdeterminanten bei malignen 
Erkrankungen .................................................................................. 12 
1.2.5 Möglichkeiten zur Überwindung einer P–Glykoprotein - vermittelten 
Mehrfachresistenz ........................................................................... 12 
1.3 Die Cyclooxygenase...................................................................... 15 
1.3.1 Struktur der Cyclooxygenase .......................................................... 15 
1.3.2 Gewebeverteilung und physiologische Funktionen der 
Cyclooxygenase Isoformen ............................................................. 17 
1.3.3 Induktionsmechanismen der Cyclooxygenase - 2 ........................... 18 
1.3.4 Cyclooxygenase-2 - Inhibition ......................................................... 20 
1.4 Cyclooxygenase-2 - Expression und - Inhibition bei malignen 
Erkrankungen ................................................................................ 22 
1.4.1 Mechanismen der Assoziation von COX-2 mit einem malignen 
Geschehen ...................................................................................... 23 
Inhaltsverzeichnis  II 
1.4.1.1 Metabolismus von Xenobiotika........................................................ 23 
1.4.1.2 Bedeutung der COX-2 für die Angiogenese .................................... 24 
1.4.1.3 Apoptose und COX-2 ...................................................................... 25 
1.4.1.4 Entzündung und Immunsuppression ............................................... 25 
1.4.1.5 COX-2 – Expression und Invasivität ................................................ 26 
1.4.2 COX-2 - Inhibitoren zur Krebsprävention und Krebstherapie .......... 26 
1.4.3 Zusammenhang von COX-2 und MDR1 in malignen Erkrankungen 28 
1.5 Zielsetzung der Arbeit................................................................... 30 
2 Material und Methoden ................................................................. 33 
2.1 Material........................................................................................... 33 
2.1.1 Zelllinien .......................................................................................... 33 
2.1.2 Patientenmaterial............................................................................. 33 
2.1.3 Patienten ......................................................................................... 34 
2.1.4 Chemikalien und Biochemikalien..................................................... 35 
2.1.4.1 Zellkulturreagentien und Reagentien zur Gefrierpräparation........... 35 
2.1.4.2 Chemikalien für die RNA - Analytik.................................................. 35 
2.1.4.3 Oligonukleotidsonden ...................................................................... 36 
2.1.4.4 Radioaktive Markierung der Sonden ............................................... 36 
2.1.4.5 Antikörper ........................................................................................ 36 
2.1.4.6 Pgp - Modulator ............................................................................... 36 
2.1.4.7 Substrat für die Efflux - Studien....................................................... 37 
2.1.4.8 Chemikalien für den MTT - Test ...................................................... 37 
2.1.4.9 Zytostatika ....................................................................................... 37 
2.1.4.10 Cyclooxygenase - Inhibitoren .......................................................... 37 
Inhaltsverzeichnis  III 
2.1.4.11 Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) – Materialien ........ 38 
2.1.4.12 Apoptose Assay .............................................................................. 38 
2.1.5 Geräte und Verbrauchsmaterialien.................................................. 39 
2.2 Methoden ....................................................................................... 43 
2.2.1 Sterilisation von Materialien und Lösungen ..................................... 43 
2.2.2 Kultur etablierter Zelllinien ............................................................... 43 
2.2.3 Isolierung von Lymphozyten und Monozyten aus Patientenmaterial44 
2.2.4 Northern Blot ................................................................................... 45 
2.2.4.1 Isolation von RNA............................................................................ 45 
2.2.4.2 Agarose - Gelelektrophorese der isolierten RNA............................. 46 
2.2.4.3 Herstellung von horizontalen denaturierenden Agarosegelen ......... 46 
2.2.4.4 Vorbereitung der Proben ................................................................. 47 
2.2.4.5 Elektrophorese ................................................................................ 48 
2.2.4.6 Transfer der RNA auf Nylonmembranen ......................................... 49 
2.2.4.7 Nachweis spezifischer mRNA im Northern Blot............................... 50 
2.2.4.8 Markierung von Oligonukleotiden .................................................... 50 
2.2.4.9 Nachweis spezifischer mRNA durch Hybridisierung mit 32Phosphor-
markierten Sonden .......................................................................... 50 
2.2.4.10 Auswertung der Northern Blots ....................................................... 52 
2.2.5 Durchflusszytometrie ....................................................................... 52 
2.2.5.1 Funktionsprinzip des Flowzytometers.............................................. 52 
2.2.5.2 Flowzytometrischer Nachweis von P - Glykoprotein und anderen 
Antigenen ........................................................................................ 55 
2.2.5.3 Rhodamin 123 - Efflux Studien........................................................ 56 
2.2.5.4 Auswertung ..................................................................................... 58 
Inhaltsverzeichnis  IV 
2.2.6 Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA).............................. 59 
2.2.6.1 Benötigte Lösungen und Puffer ....................................................... 60 
2.2.7 MTT - Assay .................................................................................... 61 
2.2.7.1 Vorbereitung der Cyclooxygenase - Inhibitoren............................... 62 
2.2.7.2 Durchführung des MTT - Assays..................................................... 62 
2.2.8 Apoptose - Assay ............................................................................ 64 
2.2.8.1 Apoptosenachweis mit Annexin V ................................................... 64 
2.2.8.2 Apoptosenachweis mit dem Monoklonalen Antikörper  Apo 2.7...... 64 
2.2.8.3 Auswertung ..................................................................................... 65 
2.2.9 Auswertung der durchgeführten Experimente ................................. 65 
3 Ergebnisse ..................................................................................... 67 
3.1 Ergebnisse in Zelllinien ................................................................ 67 
3.1.1 Ergebnisse in den Neuroblastomzelllinien SHEP und IMR5............ 67 
3.1.2 Ergebnisse in der AML - Zelllinie HL-60 .......................................... 72 
3.1.2.1 MDR1 – mRNA - und COX-2 – mRNA - Expression ....................... 72 
3.1.2.2 Prostaglandin E2 - Freisetzung ........................................................ 73 
3.1.2.3 Expression von P - Glykoprotein ..................................................... 77 
3.1.2.4 Funktionelle Aktivität des P - Glykoprotein ...................................... 81 
3.1.2.5 Hemmbarkeit der Pgp - Funktion..................................................... 84 
3.1.2.6 In vitro - Zytotoxizitätsassay ............................................................ 85 
3.1.2.7 Antagonisierung des Meloxicam - Effektes durch PGE2.................. 88 
3.1.2.8 Apoptose – Assay............................................................................ 89 
3.2 Ergebnisse in primären Zellen ..................................................... 94 
3.2.1 Patienten ......................................................................................... 94 
Inhaltsverzeichnis  V 
3.2.1.1 MDR1 – mRNA - und COX-2 – mRNA - Expression ....................... 94 
3.2.1.2 Pgp-Expression und funktionelle Aktivität des P – Glykoprotein ..... 95 
3.2.2 Patient 13 ........................................................................................ 96 
3.2.2.1 P - Glykoprotein - Expression.......................................................... 97 
3.2.2.2 Funktionelle Aktivität des P - Glykoprotein ...................................... 98 
3.2.2.3 Prostaglandin E2 - Freisetzung ...................................................... 100 
3.2.2.4 In vitro - Zytotoxizitätsassay .......................................................... 103 
3.2.2.5 In vitro - Zytotoxizitätsassay bei gesunden Zellen ......................... 107 
3.2.2.6 In vitro Zytotoxizitätsassay in CD 34+ Stammzellen...................... 110 
4 Diskussion ................................................................................... 113 
4.1 MDR1 – und COX-2 – mRNA – Expression................................ 113 
4.2 Pgp – Expression und Rho 123 – Efflux in Patientenproben... 114 
4.3 Induktion von Pgp – Expression und Rho 123 – Efflux durch 
Doxorubicin ................................................................................. 116 
4.4 Induktion der Prostaglandin E2 – Freisetzung durch Doxorubicin
...................................................................................................... 117 
4.5 Modulierung des Resistenzverhaltens ...................................... 118 
4.5.1 Pgp – Expression und – Transportaktivität .................................... 118 
4.5.2 Steigerung der Effektivität von Doxorubicin durch Meloxicam....... 120 
4.5.3 Antagonisierung durch Prostaglandin E2 ....................................... 120 
4.5.4 Apoptose – Assay.......................................................................... 121 
4.5.5 Abschätzung der Toxizität durch Untersuchung gesunder 
Lymphozyten und CD 34+ Stammzellen ....................................... 121 
4.6 Cyclooxygenase - unabhängige Effekte von Cyclooxygenase – 
Inhibitoren; Rolle von Transkriptionfaktoren............................ 123 
Inhaltsverzeichnis  VI 
4.6.1 Kernfaktor NF κB........................................................................... 125 
4.6.2 Phospholipase C ........................................................................... 127 
4.7 MDR1 - unabhängige Resistenzmechanismen ......................... 131 
4.7.1 Multidrug Resistance Related Protein (MRP) ................................ 134 
4.7.2 Breast Cancer Resistance Protein (BCRP) ................................... 137 
4.7.3 Lung Resistance Protein (LRP) ..................................................... 138 
4.7.4 Schlussfolgerung........................................................................... 140 
5 Zusammenfassung...................................................................... 142 
6 Literaturverzeichnis .................................................................... 145 
7 Abkürzungsverzeichnis .............................................................. 194 
8 Danksagung................................................................................. 197 
9 Lebenslauf ................................................................................... 198 
 
 
 
1 Einleitung  1 
1 Einleitung 
1.1 Akute myeloische Leukämie (AML) 
1.1.1 Hämatopoese und Leukämie 
Die Hämatopoese, die Produktion der Blutzellen, ist ein kontinuierlicher 
Prozess, der im Knochenmark lokalisiert ist. Sie ermöglicht es, den laufenden 
Bedarf an Blutzellen wie Erythrozyten, Granulozyten, Monozyten und 
Lymphozyten zu decken und auf besondere Anforderungen an das 
Blutzellsystem wie Blutung oder Infektion zu reagieren. Die verschiedenen 
Zelltypen, die in peripherem Blut präsent sind, haben ihren Ursprung in 
determinierten Vorläuferzellen (4,96,209,276), deren Ursprung wiederum in einigen 
wenigen pluripotenten Stammzellen liegt (96,277,299). Die Prozesse der 
Zellproliferation und der Differenzierung werden durch Faktoren wie zelluläre 
Interaktionen, der Aktivität von Glykoproteinen, verschiedenen Interleukinen, 
hämatopoetischen Wachstumsfaktoren wie GM-CSF (Granulocyte-macrophage 
colony-stimulating factor), G-CSF (Granulocyte colony-stimulating factor),  
M–CSF (Macrophage colony–stimulating factor) und Multi–CSF (Multipotential 
colony–stimulating factor) und Transkriptionsfaktoren reguliert (72,97,276,277).  
Die Leukämie ist die Folge einer malignen Transformation dieser 
hämatopoetischen Progenitoren, die zu einer Anreicherung eines aberranten 
Zellklones in Blut und Knochenmark führt. In Abhängigkeit vom klinischen 
Verlauf, werden Leukämien in akute und chronische Formen eingeteilt. 
Entsprechend der involvierten Zellreihe, erfolgt die Klassifikation in myeloische 
oder lymphatische Leukämien. 
Die AML ist charakterisiert durch eine fehlende Ausreifung und Differenzierung 
der hämatopoetischen Stamm- bzw. myeloiden Vorläuferzellen zu voll 
funktionsfähigen Blutzellen (122,123,154). Die Akkumulation einer Population von 
unreifen myeloiden Blasten führt zu einer Suppression der normalen 
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Hämatopoese. Die Folgen sind u.a. Anämie, Granulozytopenie und 
Thrombozytopenie. 
Die AML umfassen 15 % - 20 % aller Leukämien im Kindesalter. Im Vergleich 
zu anderen Leukämieformen zeichnen sie sich durch eine höhere 
Chemotherapieresistenz aus. Bei 80 % - 90 % aller Kinder kann durch intensive 
Chemotherapie eine komplette Remission (CR) erreicht werden, die zu einem 
ereignisfreien Überleben (EFS) bei 50 % - 60 % der Patienten führt. Nach 
Rezidiv und zweiter CR überleben nur 20 % - 30 % der Kinder (79,327).  
Die Ursache der AML ist letztlich noch weitgehend ungeklärt. Es gibt jedoch 
einige genetische oder kongenitale prädisponierende Faktoren, die mit der 
Entstehung einer AML bei Kindern assoziiert sind (80,212). Es gehören hierzu die 
intrauterine Exposition mit Benzol, ionisierender Strahlung oder mit 
verschiedenen Medikamenten. Auch eine vorausgegangene Chemotherapie 
wegen anderer Malignome oder Erkrankungen kann bei Kindern eine AML 
auslösen. Für die meisten Patienten sind jedoch keine prädispositionierenden 
Faktoren bekannt.  
1.1.2 Klassifikation der AML 
Die AML umfasst eine heterogene Gruppe von Phänotypen, welche sich durch 
unterschiedliche morphologische, immunphänotypische und genotypische 
Merkmale auszeichnen. Die am weitesten verbreitete Klassifikation ist die 
French American British (FAB) Klassifikation, welche durch BENNET et al. 1985 
(30),(31) beschrieben wurde. Die Einteilung erfolgt nach morphologischen, 
histochemischen und immunologischen Gesichtspunkten in die FAB - Typen  
M0 - M7. 
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Tab. 1: FAB-Klassifikation der AML nach BENNET et al.. 
 
Die aktuelle Einteilung der AML durch die World Health Organization (WHO) 
bezieht zudem immunphänotypische und zytogenetische Kriterien mit ein (162). 
 
FAB-Klassifikation der akuten myeloischen Leukämie 
 
Subtypen Blastengröße Zellkern Zytoplasma Zytochemie spezielle Merkmale 
AML FAB M0 größenvariable Blasten  
aufgelockerte Chromatinstruktur, 
unregelmäßig, runder Nukleolus 
mit Nukleoli 
schmalem bis 
mittelweites, 
ungranuliertes schwach 
basophiles  Zytoplasma
negativ Immunologisch: CD13, CD33, CD 15  
AML FAB M1 mittelgroß aufgelockerte Chromatinstruktur, Kerneinbuchtungen, Nukleoli 
mittelweit, teils 
granuliert, vereinzelt 
Auerstäbchen möglich 
POX>3% <10% Ausreifung der Granulopoese 
AML FAB M2 mittelgroß Kerneinbuchtungen, Nucloli  granuliert, häufig Auerstäbchen POX positiv 
>10% Ausreifung der 
Granulopoese 
AML FAB M3 mittelgroß 
Kerneinbuchtung, tief-
basophiles, aufgelockertes 
Chromatin 
granuliert, 
"Auerbüschel" POX positiv (bis 100%) "Auerbüschel 
AML FAB M4 
mittelgroße 
Myeloblasten, große 
Monoblasten 
Myeloblasten:unregelmäßig     
Monoblasten: gelappter Zellkern
Myeloblasten: granuliert, 
Auerstäbchen möglich   
Monoblasten 
ungranuliert 
Myeloblasten POX 
positiv; Monoblasten 
Esterase positiv 
>20% Monoblasten; 
>20% Myeloblasten 
AML FAB M4eo 
mittelgroße 
Myeloblasten, große 
Monoblasten 
Myeloblasten: unregelmäßig  
Monoblasten: gelappter Zellkern
Myeloblasten: granuliert, 
Auerstäbchen möglich; 
Monoblasten 
ungranuliert 
Myeloblasten POX 
positiv; Monoblasten 
Esterase positiv 
atypische Eosinophile 
AML FAB M5           a) 
monoblastär mittelgroß - groß rund, feinstrukturiert, Nucleoli 
mäßig bis deutlich 
basophil, azurophile 
Granulation möglich 
Esterse positiv >80% monozytär 
b) monozytär groß gelappt, feinstrukturiert  mäßig bis deutlich basophil Esterse positiv >80% monozytär 
AML FAB M6 mittelgroß aufgelockerte Chromatinstruktur, Kerneinbuchtungen, Nukleoli 
gering granuliert, 
vereinzelt Auerstäbchen
Erythoid: PAS positiv; 
Myeloblasten POX 
positiv 
Erythropoese >50% mit 
Dyserythropoese; 
Blasten mehr als 30% 
der Restmyelopoese 
AML FAB M7 mittelgroß bis groß rund, irregulär, Chromatin fein  retikulär strukturiert 
meist ungranuliert, 
Pseudopodien   
PAS teils positiv; 
immunologisch: CD41, 
CD42b, CD61 
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AML mit typischen 
genetischen Aberrationen Fusionsgen 
AML  mit t(8;21)(q22;q22) AML1/ETO 
AML mit inv(16)(p13q22) oder 
t(16;16)(p13,q22) CBFβ/MYH11 
AML mit t(15;17)(q22;q12) PML/RARα 
AML mit 11q23 MLL/ XX-Rearrangement 
AML mit einer Mehrliniendysplasie 
AML ohne vorangegangenes Myelodysplastisches Syndrom (MDS) 
AML nach MDS 
therapieassoziierte AML und MDS 
AML nach Alkylantien 
AML nach Topoisomeraseinhibitoren 
andere 
AML, die in den o.g. Gruppen nicht kategorisiert werden 
können 
minimal differenzierte AML 
AML ohne Reifung 
AML mit Reifung 
Akute myelomonozytäre Leukämie 
Akute monozytäre Leukämie 
Akute erythroide Leukämie 
Akute megakaryozytäre Leukämie 
Akute basophile Leukämie 
Akute Myelofibrose 
Myelosarkom / Extramedulläre Leukämie 
Akute Leukämien mit unklarer Linienzugehörigkeit 
Akute undifferenzierte Leukämie 
Akute bilineale Leukämie 
Akute biphänotypische Leukämie 
 
Tab. 2: WHO - Klassifikation der AML. 
Ferner spielen klinische Faktoren wie Alter, periphere Leukozytenzahl, 
Therapiereergebnis oder frühes Rezidiv eine wichtige prognostische Rolle 
(340),(295).  
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1.1.3 Behandlung der AML 
Ziel der AML - Therapie ist es, alle malignen Zellen zu vernichten (430),(114). Dies 
geschieht durch den Einsatz von Kombinationen verschiedener zytostatischer 
Substanzen, z.T. gefolgt von einer Stammzelltransplantation. Das 
Therapieschema besteht üblicherweise aus Induktion und Konsolidierung, 
gefolgt von einer Dauerbehandlung über ca. 1 Jahr zur weiteren Erhaltung und 
Festigung des Behandlungserfolges. Bei Kindern wird häufig zusätzlich zur 
systemischen Chemotherapie eine intrathekale prophylaktische Behandlung 
des zentralen Nervensystems durchgeführt. Ohne Therapie beträgt die 
durchschnittliche Überlebensdauer eines AML - Patienten etwa 2 Monate.  
Eine große Bedeutung für die Therapie kommt den Anthracyclinen zu. 
Eingesetzt werden Daunorubicin, Idarubicin und Doxorubicin sowie Mitoxantron, 
dessen Struktur und Wirkmechanismus denen der Anthracycline sehr ähnlich 
ist. Diese ursprünglich aus Streptomyces - Arten isolierten Antibiotika entfalten 
ihre größte zytotoxische Wirkung in der Synthesephase (S - Phase) des 
Zellzyklus. Sie beruht u.a. auf der Interkalation in die DNA, die zur Hemmung 
der Nucleinsäuresynthese führt, auf der Induktion von Strangbrüchen durch 
Hemmung der Topoisomerase II, auf der Biotransformation zu freien Radikalen, 
welche ebenfalls Doppelstrangbrüche hervorrufen sowie auf der Bindung an 
Bestandteile der Zellmembran, die die Membranfluidität und – permeabilität 
erhöhen 285.  
Vermutlich ist die Bildung von Radikalen ein wesentlicher Grund für die 
Kardiotoxizität dieser Substanzgruppe. Diese Kardiotoxozität ist mit der 
applizierten kumulativen Gesamtdosis korreliert und häufig irreversibel, was die 
Intensität der Therapie limitiert. Zudem ist eine regelmäßige Beobachtung der 
Herzfunktion wegen der Gefahr einer späten Kardiotoxozität auch lange nach 
Beendigung der Therapie erforderlich 285. 
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1.1.4 Multidrug Resistance  
Einer der wichtigsten Gründe für ein Therapieversagen von Kindern mit AML ist 
die Entwicklung einer Resistenz der leukämischen Blasten gegenüber der 
Chemotherapie (59), deren Ausprägung innerhalb der FAB – Typen variieren 
kann (465,147,153,157,165,173,185,191,203,205,217,235,241,244,245,249,265,391,423,424,446). 
Tumorzellen können auch gegen Xenobiotika resistent werden, mit denen sie 
noch nicht in Kontakt gekommen sind (39). Man spricht deshalb auch von einem 
„Multidrug Resistance“ (MDR) Phänotyp der Tumorzellen. Diese Form der 
Resistenz kann viele wichtige Substanzen wie Vincaalkaloide, Anthracycline 
und andere semisynthetische oder synthetische Analoga, betreffen, die für die 
AML-Therapie von Relevanz sind. Diese Substanzen verfügen über 
verschiedene Wirkmechanismen und Angriffspunkte und unterscheiden sich in 
ihrer Größe, chemischen Struktur. Ihnen gemein ist jedoch ein hydrophober 
bzw. amphiphiler Charakter und der Besitz eines bei neutralem pH-Wert positiv 
geladenen Stickstoffatoms (27,367).   
Neben der verminderten Aufnahme des Zytostatikums in die Zelle, seiner 
vermehrter Inaktivierung oder einer gesteigerten  Aktivierung von DNA - 
Reparaturmechanismen ist der gesteigerte Auswärtstransport von Xenobiotika 
durch Transportproteine aus der Zelle ein entscheidender 
Resistenzmechanismus. 
Hierbei sind vor allem aktive, also energieabhängige Transportprozesse von 
Bedeutung, die den Durchtritt von Substraten durch eine Biomembran auch 
entgegen eines Konzentrationsgradienten ermöglichen. Als treibende Kraft 
eines aktiven Transports können u.a. eine Phosphatgruppenübertragung durch 
Phosphoenolpyruvat, das Protonenpotential oder die Hydrolyse von 
Adenosintriphosphat (ATP) fungieren. 
Eine der größten und von den Funktionen her vielfältigsten Transporterfamilien 
stellt die evolutionär konservierte „ATP-binding-cassette“ (ABC) - Superfamilie 
dar. Aus dieser Familie stammen viele der für einen MDR - Phänotyp 
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verantwortlich gemachten Transportproteine wie die Multidrug Resistance 
Related Proteines (MRPs) 1 bis 6 oder das Breast Cancer Related Protein 
(BCRP), deren prognostische Funktion kontrovers diskutiert wird. In diesem 
Zusammenhang ebenfalls untersucht, jedoch kein Mitglied der ABC – 
Superfamilie, ist das Lung Resistance Protein (LRP). Es ist in der 
Kernmembran lokalisiert und transportiert Substrate zwischen Kern und 
Zytoplasma (35),(227,92,91,94,125,239,242,245,251,314,422). Eine Überexpression dieser 
Transportproteine kann intrinsisch im Rahmen der Tumorentwicklung erfolgen 
oder sekundär durch Zytostatikaexposition hervorgerufen werden (144,59).  
Die größte Bedeutung für eine Mehrfachresistenz bei der AML kommt jedoch 
nach heutigem Stand der Forschung vermutlich einem weiteren ABC – 
Transporter, dem „Multidrug Resistance“ (MDR) Protein vom Typ 1 oder auch  
P-Glykoprotein (Pgp) zu. Eine vermehrte Expression dieses Proteins ist häufig 
mit einem schlechtem Therapieergebnis (Outcome), d.h. mit dem 
Nichterreichen einer kompletten Remission (CR) oder nur kurzem ereignisfreien 
Überleben (EFS) korreliert (36,126,157,249,266,306,423,443).  
1.2 P - Glykoproteine 
JULIANO und LING beschrieben 1976 erstmals die Familie der P-Glykoproteine 
als kleine Untergruppe der ABC – Transporter - Superfamilie in Colchicin - 
resistenten Hamsterzellen, welche zusätzlich eine Kreuzresistenz gegenüber 
einer breiten Palette von amphiphilen, zytotoxischen Substraten aufwiesen (201). 
Diese Mehrfachresistenz der Zellen beruhte auf der Expression eines in der 
Zytoplasmamembran lokalisierten Glykoproteins mit einem Molekulargewicht 
von 170 kDa, das offensichtlich die Permeabilität der Zellmembran für 
zytotoxische Substrate beeinflusste. Dieses Phänomen war die Grundlage für 
den Namen P (= permeability) – Glykoprotein. 
Die P - Glykoproteine lassen sich aufgrund von Sequenzhomologien in der 3`-
untranslatierten Region der zugehörigen Pgp- oder MDR-Gene in verschiedene 
Proteinklassen untergliedern. Im Menschen sind bisher zwei MDR - Gene 
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identifiziert worden, welche der Klasse I (MDR1) und III (MDR2) zugeordnet 
werden. Für eine Mehrfachresistenz gegenüber zytotoxischen Verbindungen, 
die auf einem verstärkten auswärtsgerichteten Transport der Substrate beruht, 
scheinen maßgeblich P-Glykoproteine der Klasse I, also im Menschen das 
MDR1 - Protein verantwortlich zu sein. 
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1.2.1 Struktur und Topologie von P - Glykoproteinen 
Die Aminosäure - Sequenzen von Pgp´s wurden aus den Sequenzen von 
MDR1 - cDNA - Klonen abgeleitet (62). Das humane Pgp vom Typ 1 ist ein 
Plasmamembranprotein mit einer Länge von 1280 Aminosäuren und besteht 
aus zwei homologen Hälften. Jede dieser Hälften besitzt sechs hydrophobe 
transmembranäre Domänen und eine große, die ATP - bindende Region 
enthaltende zytoplasmatische Domäne.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 1: Modell des humanen MDR1–P-Glykoproteins. TMB = Transmembrandömäne.  
Nach Gottesman und Pastan (1988). 
 
Aufgrund ihres Intron- / Exonmusters geht man davon aus, dass die beiden 
Hälften wahrscheinlich nicht durch Genduplikation, sondern durch Fusion 
verwandter Gene entstanden sind (63). Zwischen den Hälften befindet sich die 
sogenannte „Linker Region“ (148). Pgps besitzen zwei 
Substratbindungsregionen, was anhand von Photoaffinitätsstudien mit 
Substraten des P-Glykoprotein - vermittelten Transports gezeigt werden konnte. 
Vermutlich liegen diese Regionen entweder im Bereich der sechsten und 
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zwölften Transmembrandomäne oder in den jeweils C-terminal folgenden 
zytoplasmatischen Domänen (43,152,151). In Deletionsanalysen führten Mutationen 
der ersten zytoplasmatischen und der sechsten transmembranären Domäne zu 
einer Beeinflussung der Substratspezifität der Transportproteine, was für eine 
wichtige Rolle dieser Bereiche in der Substraterkennung spricht (83,95). Pgps 
können in einigen Regionen durch verschiedene Kinasen wie die  
Proteinkinase C und die cAMP (cyklisches Adenosin-3´, 5´-monophosphat) - 
abhängige Proteinkinase A phosphoryliert werden (159). Eine Phosphorylierung 
scheint dabei die Proteinaktivität und somit auch die Ausprägung einer 
Mehrfachresistenz zu modulieren. Untersuchungen mit dem Phorbolester TPA, 
welcher die Pgp - Phosphorylierung stimuliert, zeigten, dass nach Inkubation 
verschiedener mehrfachresistenter Zelllinien das Resistenzniveau anstieg (127). 
Im Gegensatz dazu vermochten Proteinkinase - Inhibitoren wie Staurosporin die 
Phosphorylierung zu vermindern und so den Transport negativ zu beeinflussen 
(24). 
1.2.2 Mechanismus und Regulation des MDR1 - vermittelten 
Transports 
Es existieren verschiedene Modelle zur Erklärung des Mechanismus der Pgp - 
Funktion. Die klassische Vorstellung eines Transporters ist die eines in der 
Membran kanalartig angeordneten Proteines, welches mit Xenobiotika im 
Cytoplasma interagiert und diese direkt in den Extrazellulärraum ausschleust 
(118). Das momentan favorisierte Modell ist jedoch das des „hydrophoben 
Staubsaugers“. Es geht davon aus, dass die Substrate bereits in der 
Plasmamembran an den Transporter binden und sie dann aus der Zelle 
gepumpt werden (149). 
Im „flippase“ - Modell interagieren die Substrate an der inneren Seite der 
Plasmamembran mit den Pgps. Die Transporter klappen dann zur äusseren 
Seite, wo die Substrate in den Extrazellulärraum diffundieren (170). Ein weiteres 
Modell beschreibt, dass Pgp den intrazellulären pH-Wert und/oder das 
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Membranpotential der Zelle als Protonenpumpe oder Chloridkanal beeinflusst 
(335) und somit die intrazelluläre Akkumulation schwach basischer, kationischer 
lipophiler Substanzen vermindert. Nach neueren Studien scheint letzteres 
Modell jedoch nicht für den direkten Transport zuzutreffen (357).  
Da Mutationen in den ATP-Bindungsregionen der Pgps ihre Transportaktivität 
aufheben, kann davon ausgegangen werden, dass es sich speziell beim MDR1-
vermittelten Transport um einen energieverbrauchenden, ATP-abhängigen 
Prozess handelt. Die Transportaktivität unterliegt dabei einer Stimulation durch 
Transportsubstrate (12),(18). 
1.2.3 Gewebeverteilung und physiologische Funktionen von P - 
Glykoproteinen 
Pgps vom Typ 1 vermitteln nicht nur den Transport von Zytostatika, sondern 
auch verschiedener strukturell unterschiedlicher Substanzen einschließlich 
toxischer Peptide wie Gramicidin D, Valinomycin und N-acetyl-leucyl-leucyl-
norleucinal (ALLN) (358), Digoxin (395), Opiaten (50), Fluoreszensfarbstoffen wie 
Rhodamin 123 (Rho 123) (289) sowie polyzyklischen Kohlenwasserstoffen wie 
Benzo(a)pyren (452). Endogene Verbindungen wie Steroide wurden ebenfalls als 
mögliche Pgp - Substrate identifiziert (425). Dieses Substratspektrum spricht für 
eine physiologische Funktion des Pgp bei der Eliminierung von Xenobiotika 
und/oder einiger endogener Metaboliten. 
MDR1 - Pgps finden sich auf der luminalen Oberfläche von Epithelzellen 
verschiedener humaner Gewebe und Organe wie der Leber, Niere, Pankreas 
und dem Dünn- und Dickdarm (118). Darüber hinaus wurde bei der Maus 
während der Gravidität eine MDR1 - Expression in der Plazenta, in 
sekretorischen Drüsen und dem Endometrium nachgewiesen, was für eine 
Beteiligung an der physiologischen Steroidsekretion spricht (15,78,77). Zudem 
findet sich eine physiologische Pgp Expression in den Endothelzellen der Blut-
Hirn-Schranke (400). Hier könnte Pgp, wie auch in der Plazenta, eine wichtige 
physiologische Schutzfunktion wahrnehmen (110,119,213). Zusätzlich werden der 
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Transport von Nukleotiden (3,260) und Peptiden (358) sowie die Regulation des 
epithelialen Zellvolumens durch eine postulierte Chloridkanalaktivität von Pgp 
diskutiert (421). 
Ferner zeigen einige mononukleäre Zellen wie T - Lymphozyten und natürliche 
Killerzellen (NK Zellen) Pgp - Expression (56,220). 
Auch in humanen hämatopoetischen Stammzellen konnten Pgp-Expression und 
– Funktion nachgewiesen werden und tragen als physiologischer 
Schutzmechanismus maßgeblich zur Chemoresistenz dieser Zellen bei (57). 
1.2.4 P - Glykoproteine als Resistenzdeterminanten bei malignen 
Erkrankungen 
Bei der AML korreliert eine hohe MDR1 – Expression in vielen Fällen mit einer 
schlechten Prognose, da durch die erhöhte Pgp - Transportaktivität 
offensichtlich keine ausreichend hohen Konzentrationen an zytostatisch 
wirksamen Substanzen in den Tumorzellen mehr erreicht werden können (54,52). 
Dies kann zum einen in einer durch den zytotoxischen Stress stimulierten Pgp - 
Expression, zum anderen in einer bereits vorhandenen, also intrinsischen, 
Mehrfachresistenz begründet sein. In letzterem Fall wird diskutiert, ob die 
maligne Transformation selbst zu einer Aktivierung des MDR1-Genes führt (149). 
An einer transkriptionellen Regulation der MDR1 - Genexpression sind dabei 
möglicherweise veränderte Suppressorgene und/oder Onkogene beteiligt (70).  
1.2.5 Möglichkeiten zur Überwindung einer P–Glykoprotein - 
vermittelten Mehrfachresistenz 
Seit TSURUO et al. 1981 nachgewiesen haben , dass der Calciumkanalblocker 
Verapamil in der Lage ist, die Pgp – Funktion zu hemmen (415), wurden viele 
weitere Verbindungen, die den Pgp- vermittelten Transport inhibieren und somit 
eine wirksame Akkumulation von Zytostatika in der mehrfachresistenten 
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Tumorzelle ermöglichen, beschrieben (130). Solche Modulatoren, auch als 
„Chemosensitizer“ bezeichnet, finden sich unter den Calciumkanalblockern, 
Calmodulin Antagonisten, Quinolinen , Immunsuppressiva, Antibiotika, 
Steroiden und Hormonanaloga, Indolalkaloiden und verschiedenen 
Detergentien. 
 
Calciumkanalblocker   Immunsuppressiva 
Verapamil    Ciclosporin 
Nifedipin    Tacrolimus (FK 506) 
Bepridil     Rapamycin 
Nicarpidin    PSC-833 
Calmodulinantagonisten  Antibiotika 
Trifluoperazin    Rifampicin 
Chlorpromazin    Tetracyclin 
trans-Flupenthixol   Cefoperazon 
Steroidale    Detergentien 
Progesteron    Tween-80 
Tamoxifen    Cremophor-EL 
RU-486     Solutol HS 15 
Quinoline    Andere 
Chloroquin    Reserpin 
Quinidin    Yohimbin 
Quinin     Aminodaron 
      Dipyridamol 
      Terfenadin 
 
Tab. 3: Arzneistoffe, welche die Pgp - Funktion modulieren. Aus FARDEL et al. (1996) 
Photoaffinitätsstudien haben gezeigt (343) , dass die meisten dieser 
Verbindungen mit den Zytostatika um die Bindungsstellen am Pgp konkurrieren 
und somit als kompetitive Hemmstoffe wirken. Einige wurden auch selbst als 
Pgp - Substrate beschrieben (454). Chemosensitizer verfügen üblicherweise über 
Strukturen wie Hydrophobie und Phenylringe (158). Zudem scheint das 
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Vorhandensein einer Seitenkette, welche ein tertiäres Amin beinhaltet für das 
Modulationspotential von Verbindungen wie der Phenothiazine, der Rifamycine 
oder von RU-486 eine Rolle zu spielen (237). 
Die Fähigkeit von Chemosensitizern, eine positive Modulation der Responsivität 
mehrfachresistenter Tumoren zu erreichen, wurde ebenfalls in vivo in 
verschiedenen klinischen Studien untersucht. Hier wurden zumindest unter 
Verwendung von Ciclosporin A positive Resultate erzielt (368,250). 
In vielen Fällen wird der Einsatz von Chemosensitizern jedoch durch die bei 
den notwendigen Hemmkonzentrationen zumeist starken systemischen 
Nebenwirkungen limitiert. Verapamil beispielsweise zeigte in relevanter anti – 
MDR1 Konzentration eine starke Kardiotoxizität (312). Ein Lösungsansatz besteht 
nun in der Entwicklung von Substanzen, deren Wirkqualität sich auf die Pgp - 
Inhibition beschränkt und somit unerwünschte pharmakologische Effekte 
vermeidet. Zu der Gruppe neuerer Verbindungen gehört das Ciclosporin A - 
Analogon PSC-833, welches eine erheblich geringere immunsuppressive 
Wirkung als die Muttersubstanz aufweist (194). Ein weiteres Problem beim 
klinischen Einsatz von Chemosensitizern besteht in ihrer Interaktion mit Pgp in 
gesunden Geweben. In Leber und Niere bewirkt eine Inhibierung der Pgp - 
Funktion eine veränderte Ausscheidung von Zytostatika und somit eine erhöhte 
Gewebekonzentration und – toxizität (246). 
Weitere Ansätze zur Verbesserung einer Resistenzproblematik sind der bisher 
nur in vitro untersuchte Einsatz von monoklonalen Antikörpern gegen Pgp (275) 
und die Verwendung von Zytostatika, welche in Liposomen (401) oder über 
Nanospheren transportiert werden (84). Ferner konnte in vitro eine 
Herabregulation der Resistenz durch Transfektion mehrfachresistenter Zellen 
mit MDR1 - spezifischen Antisense - Oligonukleotiden oder durch enzymatische 
Spaltung der MDR1 - mRNA erreicht werden (110,213). 
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1.3 Die Cyclooxygenase 
Die Cyclooxygenase oder auch Prostaglandin – Endoperoxid - Synthase stellt 
das Schlüsselenzym der Eicosanoid - Biosynthese dar. Sie katalysiert als 
bifunktionelles Membranprotein in 2 Reaktionsschritten die Umwandlung der 
hydrolytisch aus Membranphospholipiden freigesetzten Arachidonsäure zu 
Prostaglandin H2 (PGH2) (374). Im ersten Schritt, der sogenannten 
Cyclooxygenase – Reaktion, wird durch Bisoxygenierung von Arachidonsäure 
Prostaglandin G2 (PGG2) gebildet, welches im zweiten Schritt, der sogenannten 
Peroxidase – Reaktion, zu dem Hydroxy - Endoperoxid Prostaglandin H2 
(PGH2) reduziert wird. PGH2 ist Ausgangssubstanz für biologisch aktive 
Substanzen wie Prostacycline, Prostaglandine und Thromboxane, welche 
wiederum durch spezifische Synthasen gebildet werden (171) (Abb 2). 
Die beiden bisher bekannten Isoenzyme der Cyclooxygenase, Cyclooxy-
genase-1 (COX–1) und Cyclooxygenase - 2 (COX-2), werden ergänzt durch die 
neuerdings beschriebene Cyclooxygenase-3 (COX-3), welche eine Variante der 
COX-1 darstellt und bei der Wirkung von Paracetamol eine entscheidende Rolle 
zu spielen scheint (55).  
1.3.1 Struktur der Cyclooxygenase 
Die COX - Enzyme sind glykosylierte integrale Membranproteine, die in der 
luminalen Oberfläche des endoplasmatischen Reticulums (ER) und der inneren 
und äußeren Kernmembran lokalisiert sind. Die COX-2 ist vor allem in der 
Kernmembran zu finden (374). Beide Cyclooxygenasen sind sowohl funktionell 
als auch strukturell gesehen Homodimere. Hierbei besteht jedes Monomer aus 
3 strukturellen Domänen und zwar der Epidermal–Growth-Factor (EGF) - 
Domäne am N-terminalen Ende mit einer Länge von ca. 50 Aminosäuren (AS), 
der benachbarten Membran - bindenden Domäne (MBD) mit einer Länge von 
ca. 50 AS und der großen, globulären katalytischen Domäne am C - terminalen 
Ende mit einer ungefähren Länge von 460 AS. Die Homodimere weisen sowohl 
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innerhalb einer als auch zwischen unterschiedlichen Spezies eine große 
Homologie der Aminosäuresequenz (60 - 65%) auf (375). Die beiden Isoenzyme 
interagieren mit der Membran durch das Eindringen der Membran - bindenden 
Domäne in nur eine Schicht des Bilayers und werden daher als monotypische 
integrale Membranproteine bezeichnet (133). 
Die Katalyse der Cyclooxygenase- und Peroxidase-Reaktion findet in zwei 
räumlich voneinander getrennten katalytischen Zentren in den Isoenzymen 
statt. Die Membran - bindende Domäne ist dabei nicht nur für die Verankerung 
des Enzyms in der Lipiddoppelschicht verantwortlich, sondern sie formt auch 
den Eingang des katalytischen Zentrums, in welchem die Cyclooxygenase - 
Reaktion stattfindet. Bei dieser „COX – active - Site“ handelt es sich um einen 
hydrophoben Kanal mit wenigen polaren Resten. Die Struktur der MBD erlaubt 
es der Arachidonsäure, dieses katalytische Zentrum direkt vom hydrophoben 
Teil des Bilayers aus zu erreichen. Das hier gebildete PGG2 wandert dann zum 
zweiten katalytischen Zentrum, der „Peroxidase – active - Site“, welche auf der 
luminalen Seite des Enzyms zu finden ist. Hier findet die Peroxidase - Reaktion, 
d.h. die Reduktion von PGG2 zu PGH2 statt (133). 
Ein entscheidender struktureller Unterschied der beiden Isoenzyme liegt darin, 
dass der von der MBD gebildete Kanal bei der COX-2 - Isoform ein etwa 17 
Prozent größeres Volumen aufweist. Der direkt zu diesem Kanal benachbarte 
zweite Kanal, die „Site pocket“, liegt nur bei der COX-2 in geöffneter Form vor, 
da an dieser Stelle bei der COX-1 im Gegensatz zur COX-2 ein voluminöser 
Isoleucin - Rest diese Öffnung verschließt. Dieses Phänomen resultiert in einer 
unterschiedlichen Substratspezifität von COX-1 und COX-2. Während COX-1 
spezifisch ausschließlich Arachidonsäure und Dihomo–γ-Linolensäure umsetzt, 
wird durch COX-2 ein größeres Spektrum an Fettsäuren metabolisiert, welches 
zusätzlich Linolsäure, α-/γ-Linolensäure und Eicosapentaensäure beinhaltet.  
Zudem spielt dieser Strukturunterschied die entscheidende Rolle für die 
Entwicklung von COX-2 - präferentiellen und – selektiven COX-2 - Inhibitoren 
(171). 
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1.3.2 Gewebeverteilung und physiologische Funktionen der 
Cyclooxygenase Isoformen 
Die COX-1 konnte 1976 erstmals isoliert werden und findet sich konstitutiv in 
vielen Organen und Körpergeweben wie der Niere, dem Magen, glatten 
Muskelzellen und Blutplättchen (298). Sie ist in diesen Funktionsgeweben basal 
exprimiert und sorgt für die Bereitstellung des physiologischen Bedarfs an 
Prostanoiden. Diese sind an der Protektion der Magen – Darm - Schleimhaut, 
der Regulation der Nierendurchblutung oder auch der 
Thrombozytenaggregation und Blutflussregulation durch direkten Einfluß auf die 
Gefäßweite beteiligt. Ebenso spielen verschiedene Prostaglandine eine Rolle 
bei der Immunmodulation. Die COX-1 wird daher auch als „housekeeping 
enzym“ bezeichnet (131).  
1991 gelang verschiedenen Arbeitsgruppen die Identifizierung der COX-2 
(228,229,297,370,447), welche zunächst in erster Linie als induzierbares Enzym 
angesehen wurde, dessen Expression unter pathophysiologischen 
Bedingungen wie z.B. Entzündung extrem hochreguliert wird. Neuere 
Untersuchungen deuten jedoch darauf hin, dass die COX-2 ebenfalls konstitutiv 
exprimiert wird, sie aber sehr viel empfindlicher auf intrinsische und extrinsische 
Stimuli reagiert als die COX-1 (451). Eine konstitutive Expression von COX-2 
findet sich im Besonderen in Gehirn, Rückenmark (28,313) und Niere (163). Die 
essentielle Bedeutung dieser Expression wurde durch die Tatsache 
untermauert, dass COX-2 - Knockout Mäuse an Nierenversagen starben (99,280). 
Sie litten zudem an kardialer Fibrose und waren unfruchtbar (99). 
Erstaunlicherweise waren COX-1 - Knockout Mäuse weitgehend gesund (234). 
Sie entwickelten keine spontanen Ulcera im Gastrointestinaltrakt nach 
Behandlung mit „nonsteroidal inflammatory drugs“ (NSAIDs), wie man eigentlich 
vor dem Hintergrund durch NSAIDs induzierter gastrointestinaler Läsionen 
vermuten müsste. Die Rolle, die die COX-2 im Gehirn spielt, ist noch 
weitestgehend ungeklärt. Es wird diskutiert, dass sie an pathophysiologischen 
Vorgängen im Rahmen der Alzheimer Erkrankung beteiligt und somit für die 
neuronale Funktion von Bedeutung ist (176),(451,274,307). Zudem ist die COX-2 ein 
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Marker für die dendritische Reifung in postnatalen Ratten. Es wird vermutet, 
dass die Prostaglandine als COX-2 - Produkte an der synaptischen 
Transmission und dem „Remodelling“ beteiligt sind (5),(334). In den Organen 
Herz, Leber, Milz und Darm (451) sowie Uterus, Testis, Pankreas, Thymus, 
Prostata, Brustdrüsen und Magen wurde ebenfalls eine physiologische COX-2 - 
Expression nachgewiesen (298). Auch bei der Ovulation scheint die COX - 2 eine 
wichtige Rolle zu spielen (407). 
1.3.3 Induktionsmechanismen der Cyclooxygenase - 2 
Das Gen der COX-2 ist aufgrund wesentlich kürzerer Introns als bei der COX-1 
nur 8 Kilobasenpaare lang und besitzt 10 Exons (228). Die schnelle Induktion der 
COX-2 führt zur Klassifikation des COX-2 – Gens als „Immediate early gene“. 
Die Promotorregionen des COX-2 - Gens von Mäusen, Ratten, Hühnern und 
auch die des Menschen konnten bereits kloniert werden. Unabhängig von der 
untersuchten Spezies enthalten alle Promotoren wie eine klassische TATA - 
Box, eine E - Box und Bindungsstellen für Transkriptionsfaktoren wie CRE 
(cAMP Response Element), NFĸB und NF-IL6/CCAAT-Enhancer-Binding-
Protein (NF-IL6/CEBP). Diese Sequenzen haben nachweislich eine Funktion 
als positive regulatorische Elemente bei der Gentranskription der COX-2 in den 
unterschiedlichsten Zelltypen (188). 
Die Induktion der COX-2 - Expression erfolgt z.B. im Rahmen von 
Gewebeschädigung und Entzündungen durch Zytokine wie Tumornekrose-
faktor α (TNF α), Interleukin (IL) - 1, reaktive Sauerstoffspezies, Mitogene und 
Wachstumsfaktoren (Abb. 2). Diese Induktion wird u.a. durch Glucocorticoide 
und – zellabhängig – durch die antiinflammatorischen Zytokine IL-4, IL-10 und 
IL-13 gehemmt (291,301). Es wird vermutet, dass PGE2 konzentrationsabhängig 
mittels eines Adenylylcyclase/cAMP - abhängigen Mechanismus eine 
Hochregulation von Lipopolysaccharid (LPS) – induzierter COX-2 - mRNA - 
Expression in Makrophagen verursacht. Somit würde PGE2 das Ausmaß der 
COX-2 - Genexpression via eines autokrinen „feed-forward“ Mechanismus 
kontrollieren, welcher möglicherweise zur Fähigkeit von PGE2/cAMP, 
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Entzündungsprozesse zu modulieren, beiträgt (172). Auch in 
Prostatakarzinomzellen wurde eine Hochregulation von COX-2 durch ihr 
Produkt PGE2 beobachtet (406,435). Andererseits gibt es ebenfalls Hinweise 
darauf, dass PGE2 antiinflammatorische Effekte, beispielsweise durch die 
Verminderung der Produktion von zytotoxischen Stickoxid (NO) – Radikalen (85) 
und proinflammatorischer Zytokine wie TNF α (20,231), IL-1 β (186,218) und IL-8 (379) 
in Makrophagen besitzt. Ebenfalls kann durch PGE2 in Makrophagen eine 
Synthese des antiinflammatorischen Zytokins IL-10 induziert werden, welches 
als autokriner, negativer Regulator der TNF α - Synthese gilt (202,383). Hier spielt 
offensichtlich die PGE2 - Konzentration eine regulatorische Rolle, was die 
Komplexizität dieses biochemischen Netzwerkes unterstreicht und dafür spricht, 
dass das COX-2 - Produkt PGE2 eher als Modulator als als Mediator von 
Entzündungsvorgängen anzusehen ist (435). 
 
Karzinogene/ Sauerstoffradikale
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Phospholipase A2
Phospholipase C + 
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Abb.2: COX-2 katalysierter Arachidonsäuremetabolismus. Regulationsmechanismen. 
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1.3.4 Cyclooxygenase-2 - Inhibition 
1971 wurde zum erstenmal von VANE et al. (426) gezeigt, dass saure, 
antiphlogistische Analgetika wie Acetylsalicylsäure durch Hemmung der COX 
zur Reduktion proinflammatorischer Prostaglandine führen. 
Diese Analgetika reichern sich aufgrund ihres Säurecharakters (pKA-Werte  
3 - 5,5) und ihrer hohen Eiweißbindung (>90%) besonders im entzündeten 
Gewebe, in der Schleimhaut des Magen – Darm - Traktes sowie in der 
Nierenrinde, Blut und Knochenmark an (45,46,319). Diese Eigenschaft wird als 
entscheidender Faktor der antiinflammatorischen, aber auch der 
unerwünschten Effekte dieser Substanzen wie Erosionen und Blutungen im 
Magen–Darm-Trakt, Nierenfunktionsstörungen und Störung der Blutgerinnung 
angesehen. 
Die Differenzierung der beiden Isoenzyme COX-1 und COX-2 bzw. die 
Aufklärung ihrer unterschiedlichen Substratspezifität führte zur Klassifizierung 
und Entwicklung von Substanzen, die präferentiell bzw.selektiv die COX-2 
inhibieren. 
Neuere Untersuchungen zeigen, dass keines der derzeit therapeutisch 
eingesetzten NSAIDs die COX-2 selektiv hemmt, d.h. unter therapeutischen 
Bedingungen keinen Einfluß auf die Thrombozytenaggregation und 
Thromboxansynthese besitzt, gleichzeitig aber die Bildung von PGE2 auf einen 
Entzündungsstimulus hin unterdrückt.  
Die Substanz Meloxicam lässt sich eher als präferentieller Hemmer der COX-2 
bezeichnen. Meloxicam hat eine Halbwertzeit (HWZ) von 21 Stunden und 
wurde 1996 zur Behandlung von Arthrosen, rheumatoiden Arthritiden und 
Spondylitis ankylosans zugelassen. NS 398 dagegen besitzt eine sehr hohe 
COX-2 - Affinität, die ca. 15 mal höher als die von Meloxicam ist. NS 398 ist 
allerdings für die Therapie nicht zugelassen und somit ausschliesslich von 
experimenteller Bedeutung. 
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Substanz    COX-1/COX-2-IC50 Ratio 
Ibuprofen     0,50 
Flurbiprofen     1,00 
Indomethacin    1,90 
Meloxicam     11,16 
Nimesulid     17,70 
NS 398     168,00 
Tab. 4: Relative Potenz einiger analgetisch/antipyretisch/antiphlogistischer Wirkstoffe 
hinsichtlich ihrer COX-1- und COX-2 - Hemmung in vitro im humanen Vollblutassay (309). 
Eine Zahl, die größer als 1 ist, kennzeichnet eine Substanz, die eine vergleichsweise stärkere 
COX-2 - Hemmung aufweist.  
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1.4 Cyclooxygenase-2 - Expression und - Inhibition bei 
malignen Erkrankungen 
Eine verstärkte Expression der COX-2 findet sich in vielen prämalignen Foci 
und malignen Tumoren. Sie wird mit der Karzinogenese, der Tumorinvasion, 
dem metastatischem Potential sowie der Proliferation und Differenzierung der 
Tumorzellen in Verbindung gebracht. Für folgende Tumoren wurde eine erhöhte 
COX-2 – Expression nachgewiesen: 
- Colorektale Adenome und Karzinome (184,64,81),(363),(108) 
- Adenomatöse Polyposis (380) 
- Gastrisch intestinale Metaplasie und Karzinome (418),(300),(248),(333,390) 
- Barrett`s Oesophagus und Oesophagial Karzinom (444,464) 
- Chronische Hepatitis und hepatozelluläres Karzinom (221,420) 
- Pankreaskarzinom (222,416) 
- Orale Leukoplakie und Karzinome im Kopf- und Halsbereich (51,365) 
- Atypische adenomatöse Hyperplasie und Nichtkleinzelliges  
  Lungenkarzinom (445),(377),(100) 
- Malignes Mesotheliom (109) 
- Ductales Karzinom in situ und Brustkrebs (377),(330),(42) 
- Intraepitheliale Prostataneoplasie und Prostatakrebs (419) 
- Blasendysplasie und Blasenkrebs (279,366) 
- Cervikale Dysplasie und Cervixkarzinom (230),(344) 
- Endometriumkarzinom (409) 
- Strahlenkeratose und Hautkrebs, malignes Melanom (48,282),(93) 
- Gliom (199) 
- Leukämie (286) 
 
Diese Beobachtung scheint den Effekt von Onkogenen, Wachstumsfaktoren 
und Tumorpromotoren, welche alle als Induktoren der COX-2 gelten, 
widerzuspiegeln (167,189,360,387,457).  
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Der Wildtyp des Tumorsuppressorgens p53 unterdrückt die Transkription von 
COX-2, was dafür spricht, dass der p53 - Status ebenfalls eine Determinante 
der COX-2 - Expression ist (386). Diese These wird durch die Beobachtung 
gestützt, dass in Magentumoren, welche mutiertes p53 enthalten, eine höhere 
Expression von COX - 2 vorhanden ist als in denen, die den Wildtyp enthalten. 
Neben der Tatsache, dass COX-2 in Tumorgeweben überexprimiert wird, 
existierten viele Hinweise darauf, dass die COX - 2 direkt mit der 
Tumorentwicklung in Verbindung steht. In einer Studie mit transgenen Mäusen, 
welche das humane COX-2 - Gen spezifisch in den Brustdrüsen 
überexprimierten, zeigte sich, dass viele der weiblichen Tiere eine 
Brustdrüsenhyperplasie, Dysplasie und Transformation zu metastasierenden 
Tumoren entwickelten (252). OSHIMA et al. (302) zeigten in der COX-2 - Knockout 
Apc ∆716 Maus, einem Modell für humane familiäre adenomatöse Polyposis, 
eine Gen – Dosis - abhängige Reduktion von Anzahl und Größe der intestinalen 
Polypen. Ein Fehlen von COX-2 scheint ebenfalls einen protektiven Effekt in 
Bezug auf weitere Tumortypen zu haben. TIANO et al. (405) zeigten, dass COX-2 
– Knockout Mäuse 75% weniger chemisch induzierte Hautpapillome 
entwickelten als die Kontrollgruppe. 
1.4.1 Mechanismen der Assoziation von COX-2 mit einem 
malignen Geschehen 
1.4.1.1 Metabolismus von Xenobiotika 
Die COX-2 ist über die Peroxidase - Reaktion in die Aktivierung von 
Prokarzinogenen zu DNA - bindenden ultimativen Karzinogenen involviert 
(112,438). Die Peroxidase - Funktion ist im Gegensatz zur COX - Funktion relativ 
unspezifisch und kann daher auch Elektronendonatoren wie polyzyklische 
aromatische Kohlenwasserstoffe, Aflatoxine, halogenierte Pestizide, 
aromatische Amine und Phenole in ihre karzinogene Form überführen (247) 
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In der Leber sind diese Art oxidativer Reaktionen hauptsächlich durch 
Cytochrom P (CYP) 450 Enzyme katalysiert. In Geweben wie dem Colon, ist 
jedoch die Konzentration von CYP 450 Enzymen und anderen 
Monooxygenasen sehr gering. Deshalb wird dort eine große Anzahl von 
Xenobiotika wie oben beschrieben durch die Peroxidaseaktivität zu Mutagenen 
cooxidiert. Dieses Phänomen ist wahrscheinlich auch in der Lunge und der 
Mundschleimhaut relevant, welche der Exposition gegenüber Karzinogenen im 
Tabakrauch ausgesetzt sind. 
Bei der Metabolisierung von Arachidonsäure durch COX-2 selbst entstehen 
ebenfalls Mutagene. Nebenprodukte der Oxidation von Arachidonsäure wie 
Malondialdehyd sind hochreaktiv und bilden Addukte mit der 
Desoxyribonukleinsäure (DNA). Ferner können Prostaglandinendoperoxide 
durch bestimmte CYP 450 Isoformen zu Malondialdehyd metabolisiert werden 
(315).  
Die COX-2 - Expression wird durch Prokarzinogene induziert. Benzo[a]pyren 
beispielsweise ist in der Lage, die Transkription von COX-2 zu stimulieren (210) 
(s.a. 1.3.3).  
1.4.1.2 Bedeutung der COX-2 für die Angiogenese 
Das Wachstum eines Tumors hängt entscheidend von seiner Blutversorgung 
ab. Tumoren sichern ihr Wachstum durch die Sekretion von 
Wachstumsfaktoren wie dem „Vascular endothelial growth factor“ (VEGF), 
welcher das Einsprossen von Gefäßen stimuliert. Eine Überexpression von 
COX-2 in Colonkarzinomzellen verstärkt die Produktion von VEGF, die 
Migration von Endothelzellen durch eine Kollagenmatrix und die Bildung eines 
Kapillarnetzwerkes in vitro (414),(134). Diese Effekte können durch NS 398 
blockiert werden. Weitere Studien zeigen, dass in COX-2 – (-/-) – Mäusen eine 
vergleichweise geringere Gefäßdichte und ein geringeres Tumorwachstum zu 
beobachten ist (441).  
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1.4.1.3 Apoptose und COX-2 
Die Größe einer Zellpopulation hängt von dem Gleichgewicht zwischen 
Proliferation und Zelltod ab. In prämalignen und malignen Neoplasien ist die 
Apoptoserate, bzw. Rate des programmierten Zelltods, vermindert. Einer der 
vielen an der Apoptose beteiligten Faktoren ist der Zusammenhang zwischen 
der Aktivität des BCL 2 – Gens und der Apoptose, die invers korreliert. 
Intestinale Epithelzellen der Ratte, in welchen eine Überexpression von COX-2 
vorlag, zeigten gleichzeitig eine hohe BCL 2 - Expression und waren resistent 
gegen Butyrat-induzierte Apoptose. Diese Resistenz konnte durch Behandlung 
mit dem „non-steroidal antiinflammatory drug“ (NSAID) Sulindacsulfid 
aufgehoben werden (412). 
Das COX-2 - Produkt PGE2 fördert zudem die Zellproliferation (111), wie in den 
Epithelzellen bei der Colonkarzinogenese (302) (Abb. 2) oder auch im 
Ovarialkarzinom (283) gezeigt werden konnte. 
1.4.1.4 Entzündung und Immunsuppression 
Chronische Entzündung ist ein bekannter Risikofaktor für die epitheliale 
Karzinogenese (436).  
Tumorwachstum ist typischerweise mit einer Immunsuppression assoziiert (21). 
Die Koloniebildung stimulierende Faktoren, welche von den Tumorzellen 
freigesetzt werden, aktivieren die PGE2 - Synthese in Monozyten und 
Makrophagen, was die Produktion immunregulatorischer Lymphokine, T - Zell- 
und B – Zell - Proliferation und die Zytotoxizität von natürlichen Killerzellen (NK 
Zellen) inhibiert. PGE2 inhibiert ebenfalls die Produktion von 
Tumornekrosefaktor α (TNF α) während es die Produktion von Interleukin 10 
(IL-10) induziert, welches immunsuppressive Wirkung besitzt (202). Eine 
Antitumorwirkung durch eine selektive Hemmung der COX-2 scheint in der 
Herstellung des Gleichgewichtes zwischen IL-10 und IL-12 in vivo begründet zu 
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sein (382). PLESCIA et al. (316) zeigten bereits 1975, dass COX - Inhibitoren 
immunmodulierend wirken und eine Tumor-vermittelte Immunsuppression 
vermindern.  
1.4.1.5 COX-2 – Expression und Invasivität 
Die COX-2 spielt eine wichtige Rolle bei der Modulation von invasiven 
Eigenschaften humaner Krebszellen. Bei dauerhafter COX-2 - Überexpression 
in verschiedenen Zelllinien stieg die Produktion von Prostaglandinen an, und 
die Zellen zeigten eine erhöhte Invasivität (413). Eine Studie von DOHADWALA 
et al. (100) zeigt, dass eine Überexpression von COX-2 mit einer vermehrten 
Expression des Zelloberflächenmarker CD44, dem Rezeptor für Hyaluronat, 
assoziiert ist. Eine Blockade von CD44 reduzierte signifikant die 
Tumorzellinvasion. In Übereinstimmung mir diesen in vitro Ergebnissen, sind 
COX-2 - Inhibitoren im Tierversuch in der Lage, die Metastasierung eines 
Tumors zu inhibieren (268,408).  
1.4.2 COX-2 - Inhibitoren zur Krebsprävention und Krebstherapie 
Eine positive Wirkung von COX-2 - Inhibitoren auf maligne Erkrankungen in 
vitro und in vivo ist in verschiedenen Studien nachgewiesen worden (403) : 
- Colonkarzinom (392,393),(404),(226),(440),(303) (Meloxicam) (145) 
- Adenomatöse Polyposis (380) 
- Pankreaskarzinom (222) 
- Leukämie (286)  
- Prostatakarzinom (178),(376) 
- Magenkarzinom (459) 
- Karzinome im Mundraum (388) 
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Weitgehend selektive COX-2 - Inhibitoren wie Celecoxib und Rofecoxib 
reduzieren die Bildung von Intestinal-, Brust-, Haut-, Lungen-, Blasen- und 
Zungentumoren im Tierversuch (128),(156).(164,195,206,302,332,365) Zudem bewirken 
diese Substanzen eine Verminderung des Tumorwachstums bei bereits 
etablierten Kopf- und Hals-, colorektalen, Magen-, Lunge-, Brust- und 
Prostatatumoren (9,253,292,346,361,382).  
In diesem Zusammenhang werden jedoch auch COX - unabhängige 
Mechanismen der selektiven COX-2 – Inhibitoren diskutiert (267,458),(160). Hohe 
Konzentrationen eines selektiven COX-2 - Inhibitors hemmen ebenfalls das 
Wachstum von Zellen, die keine COX - 2 exprimieren (458). Da in diesen in vitro 
Studien sehr hohe Konzentrationen verwandt wurden, ist die therapeutische 
Relevanz von COX - unabhängigen antineoplastischen Effekten von NSAIDs in 
Frage gestellt (267,442). 
COX-2 - Inhibitoren wirken sich nicht nur in Monotherapie günstig aus. In 
verschiedenen Studien zeigte sich, dass COX–2 - Inhibitoren ein vorteilhafter 
Kombinationspartner für konventionelle Zytostatika sein können. JTE-522 zeigt 
in vitro und in vivo bereits allein eine signifikante Inhibition der Proliferation von 
humanen Lungenkrebszellen. Durch die Kombination mit Docetaxel und 
Vinorelbin wurde die IC50 dieser und weiterer getesteter Zytostatika in vitro um 
70 % und in vivo um 65-55 % reduziert (169) 
Butyrat induziert die Differenzierung und Apoptose in colorektalen 
Karzinomzellen. COX-2 - überexprimierende Karzinomzellen konnten 
gegenüber dem wachstumshemmenden Effekt von Butyrat durch den COX-2 - 
Inhibitor NS 398 sensitiviert werden(81). 
Durch den Einsatz von Indomethacin konnte eine Wirkungsverstärkung von 
Vincristin (VCR) / Doxorubicin (ADR) in humanen Lungenkrebszellen erreicht 
werden (219).  
Inwieweit es sich bei diesen Effekten aber um eine direkte additive oder auch 
synergistische Wirkung der COX–2-Aktivität auf Apoptose-induzierende 
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Signaltransduktionswege handelt, ein indirekter Effekt über eine verbesserte 
zytostatische Aktivität der Chemotherapeutika durch z.B. höhere intrazelluläre 
Wirkspiegel durch Hemmung der MDR1 - Expression vorliegt oder vielleicht 
eher ein COX–2 - unabhängiger Effekt der Inhibitoren entscheidend ist, ist 
bislang nicht vollständig geklärt.  
1.4.3 Zusammenhang von COX-2 und MDR1 in malignen 
Erkrankungen 
Aktuelle Studien zeigen, dass es in frühen Phasen der Darm- und 
Leberkrebsentwicklung, wo in vielen Fällen eine intrinsische Aktivierung des 
MDR1 - Gens und somit eine primäre Resistenzausprägung beobachtet wird, 
auch zu einer Überexpression der COX-2 kommt. Eine Koexpression von 
MDR1 - und COX-2 - mRNA konnte in einer immunhistochemischen Studie des 
„National Cancer Institutes“ an humanen Brustkrebstumorproben gezeigt 
werden (323). Die zeitliche Parallelität von MDR1 -und COX-2 - Expression in 
verschiedenen Tumorformen legt nahe, dass das COX - System 
möglicherweise an der Regulation der MDR1 - Genexpression im Rahmen 
pathophysiologischer Veränderungen beteiligt sein könnte. 
In primären Rattenhepatozyten konnten ZIEMANN et al. 2002 (463) eine 
Assoziation zwischen COX–2 - Aktivität und der Induktion einer funktionell 
aktiven mdr1b (als Homolog zur humanen MDR1-Isoform) - Überexpression 
zeigen. Zum einen führte die selektive Inhibition der COX-2 durch COX–2 -
präferentielle oder - spezifische Inhibitoren wie Meloxicam oder NS 398 zu einer 
Hemmung der mdr1b-mRNA - Expression und zur Reduktion der mdr1b - 
abhängigen Transportaktivität, zum anderen war die mdr1b - Expression durch 
Arachidonsäure als Substrat und durch PGE2 und PGF2α  als tumorrelevante 
Produkte des Arachidonsäuremetabolismus induzierbar (Abb. 2).  
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Weiterhin führte in einer Studie von PATEL et al. 2002 (308) der Adenovirus - 
vermittelte Gentransfer des COX-2 - Gens in Mesangiumzellen der Ratte zur 
konzentrationsabhängigen Induktion der mdr1b - Genexpression und zur 
Steigerung der mdr1 - abhängigen Transportaktivität. Dieser Effekt war durch 
Behandlung der Zellen mit dem COX–2 - spezifischen Inhibitor NS 398 
hemmbar, was wiederum für eine Assoziation zwischen COX-2 - Expression 
und funktioneller MDR1 - Expression und einem damit verbundenen MDR - 
Phänotyp spricht. 
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1.5 Zielsetzung der Arbeit 
In den letzten Jahrzehnten konnte die verbesserte zytostatische Therapie und 
Supportivtherapie die Überlebenschancen von Kindern mit einer akuten 
myeloischen Leukämie deutlich verbessern. Trotzdem erleiden weiterhin etwa 
25 bis 30% der Kinder ein Rezidiv der Grunderkrankung. Bei diesen Patienten 
kann nur bei gut der Hälfte eine erneute Remission als Voraussetzung für eine 
Stammzelltransplantation erreicht werden. Das Langzeitüberleben der 
Rezidivpatienten beträgt weniger als 30%.  
Ein wesentlicher Mechanismus, der zu einem verminderten 
Therapieansprechen bei diesen Patienten führt, ist die Ausprägung eines 
"multidrug resistance" (MDR)-Phänotyps. Eine Chemotherapieresistenz von 
leukämischen Blasten konnte sowohl bei Erwachsenen als auch bei Kindern in 
vielen Studien gezeigt werden. Einen entscheidenden Mechanismus der 
Resistenzentwicklung stellt dabei die Überexpression von Transportproteinen 
aus der „ATP-binding-cassette“ (ABC)-Superfamilie wie dem MDR1-Protein 
bzw. P-Glykoprotein dar, das einen aktiven Transport von Xenobiotika aus dem 
Zellinneren hinaus oder in intrazelluläre Kompartimente hinein vermitteln. Das 
MDR1 - Gen unterliegt einer Induktion durch die in der AML-Therapie 
verwendeten Anthracycline, die somit die Ausprägung eines MDR1 – 
Phänotyps auslösen können. 
Bisher basieren die Versuche der Resistenzintervention bei bestehender 
MDR1 - Überexpression vor allem auf einigen kompetitiven Inhibitoren der 
MDR1-abhängigen Transportaktivität wie Ciclosporin A, dem Ciclosporin - 
Analogon PSC833 (Valspodar) oder dem Calciumkanalblocker Verapamil. In 
klinischen Studien wurde zwar eine Resistenzverminderung und damit eine 
Effektivitätssteigerung der zytostatischen Therapie belegt, bei Betrachtung der 
Gesamtüberlebensrate relativierte sich allerdings die Effektivitätssteigerung in 
vielen Fällen durch gleichzeitige Steigerung der unspezifischen Toxizität. Diese 
Tatsache erfordert die Suche nach anderen Wegen der MDR-Modulation, 
speziell Möglichkeiten der Modulation auf Expressionsebene. 
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Aktuelle Studien zeigen, dass es in malignen Erkrankungen, wo eine 
intrinsische Aktivierung des MDR1 - Gens und somit eine primäre 
Resistenzausprägung beobachtet wird, auch zu einer Überexpression der 
Cyclooxygenase-2 (COX-2) kommt. 
In primären Rattenhepatozyten konnten ZIEMANN et al. eine Assoziation 
zwischen COX-2-Aktivität und der Induktion einer funktionell aktiven mdr1b (als 
Homolog zur humanen MDR1-Isoform) - Überexpression zeigen. Ebenso 
konnte in einer immunhistochemischen Studie des „National Cancer Institutes“ 
eine starke Korrelation von MDR1 - und COX-2 - Expression in humanen 
Brustkrebstumorproben gezeigt werden. Weiterhin führte in einer aktuellen 
Studie von PATEL et al. der Adenovirus-vermittelte Gentransfer des COX-2 -  
Gens in Mesangiumzellen der Ratte zur konzentrationsabhängigen Induktion 
der mdr1b - Genexpression und zur Steigerung der mdr1-abhängigen 
Transportaktivität. Dieser Effekt war durch Behandlung der Zellen mit dem 
COX-2-spezifischen Inhibitor NS-398 hemmbar. 
Ziel der hier vorgelegten Arbeit war es, zu untersuchen, inwieweit sich bisherige 
Erkenntnisse bezüglich einer regulativen Beteiligung der COX-2 an der 
Ausprägung eines MDR1 – Phänotyps auf die AML beim Kind übertragen 
lassen. Wäre die COX-2 an der MDR1-Regulation beteiligt, würden sich 
möglicherweise durch COX-2 - Inhibitoren neue Möglichkeiten der 
Resistenzintervention ergeben. 
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Die vorliegenden Untersuchungen sollten Aufschluß geben über: 
• die MDR1 – und COX-2-mRNA – Expression in einer AML-Zelllinie und 
primären Blasten unter dem Einfluß eines Anthracyclins und eines  COX-
Inhibitors 
• die Wirkung von Anthracyclinen auf das Cyclooxygenase - System 
• die Expression des P-Glykoprotein unter dem Einfluß eines Anthracyclins 
• methodische Möglichkeiten einer funktionellen Charakterisierung des P-
Glykoprotein – abhängigen Transports von Zellen auf Grundlage des 
MDR1 – Substrates Rhodamin 123 und bekannter Inhibitoren des 
MDR1- vermittelten Substrateffluxes 
• die Modulationsmöglichkeiten des Resistenzverhaltens durch COX – 
Inhibitoren 
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2 Material und Methoden 
2.1 Material 
2.1.1 Zelllinien 
Im Vorfeld wurden die Neuroblastomzelllinien IMR5 und SHEP untersucht und 
als Vergleichs- und Validierungssystem genutzt. 
Die promyeloische AML-Zelllinie HL-60 diente als Untersuchungsmaterial für 
die Rhodamin 123 - Effluxstudien und den MTT - Test unter dem Einfluß von 
Cyclooxygenase - Inhibitoren sowie die Northern Blots und das Enzyme Linked 
Immunosorbent Assay (ELISA). Die HL-60 Zelllinie wurde 1976 aus dem 
peripheren Blut einer 35 Jahre alten Frau, die an akuter myeloischer Leukämie 
FAB M2 litt, etabliert (87).  
2.1.2 Patientenmaterial 
Aus zum Zeitpunkt der Diagnose bzw. zum Zeitpunkt eines Rezidives frisch 
entnommenem bzw. aus eingesandtem, heparinisiertem Knochenmark und 
peripherem EDTA - Blut wurden die Lymphozyten und Monozyten isoliert. Die 
Proben wurden, falls nicht in frischem Zustand analysiert, bis zu ihrer 
Untersuchung in flüssigem Stickstoff gelagert.  
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2.1.3 Patienten 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tab. 5: Patientendaten. 
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2.1.4 Chemikalien und Biochemikalien 
Alle im Folgenden nicht gesondert aufgeführten Chemikalien wurden von den 
Firmen Merck (Darmstadt), Sigma (Deisenhofen), Boehringer (Mannheim), 
Serva (Heidelberg) oder Pasel & Lorei (Frankfurt) mit dem Reinheitsgrad p.a., 
reinst oder ultrarein bezogen. 
2.1.4.1 Zellkulturreagentien und Reagentien zur Gefrierpräparation 
RPMI 1640 Kulturmedium stammte von der Firma Life Technologies/Invitrogen 
GmbH (Karlsruhe), IMDM Kulturmedium von der Firma Bio Whittaker Europe. 
Fetales Kälberserum (FCS) wurde von der Firma Gibco/Invitrogen (Karlsruhe) 
bezogen. Für die Beschichtung von Kulturflaschen zur Kultivierung von 
adhärent wachsenden Zelllinien (IMR5, SHEP) wurde Rattenschwanzcollagen 
von der Firma Cell Concepts (Umkirch) und Eisessig von der Firma Baker 
Chemicals (Deventer, Niederlande) verwendet. 
Das Dimethylsulfoxid (DMSO) „research grade“, welches für die Herstellung der 
Gefrierlösung verwendet wurde, stammte von der Firma Serva (Heidelberg). 
2.1.4.2 Chemikalien für die RNA - Analytik 
Für die RNA - Analytik wurden Guanidiniumthiocyanat (97%) von Fluka, 
wassergesättigtes Phenol (pH 4,5-5,0) von Roth (Karlsruhe), Agarose von 
Genaxis Biotechnology (Spechbach) und DNA aus Heringssperma der Firma 
Boehringer (Mannheim) eingesetzt. Es wurden ausschließlich DNase- und 
RNase-freie Chemikalien verwendet. 
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2.1.4.3 Oligonukleotidsonden 
HumMDR1 - Oligonukleotid: Zum Nachweis humaner MDR1 - mRNA wurde 
ein von der Firma Sigma (Deisenhofen) synthetisiertes 25-mer Oligonukleotid 
mit der Sequenz 5`- CCA CGG ACA CTC CTA CGA GTT GAT C –3` 
eingesetzt. Der GC-Gehalt der Sonde betrug 56.0%. 
COX-2 human – Oligonukleotid: Zum Nachweis humaner COX-2 – mRNA 
wurde ein ebenfalls von der Firma Sigma synthetisiertes 25-mer Oligonukleotid 
mit der Sequenz 5`- CAG ATT GTG GCA TAC ATC ATC AGA C –3` verwendet. 
Der GC-Gehalt der Sonde betrug 44.0%. 
2.1.4.4 Radioaktive Markierung der Sonden 
[γ-32P]-markiertes ATP (spezifische Aktivität: 222 TBq/mmol) wurde von 
Dupont/NEN Bad Homburg bezogen. 
2.1.4.5 Antikörper 
Die für die flowzytometrische (FACS) Analyse verwendeten Antikörper waren 
von der Firma Immunotech, Coulter Company Inc. (USA). Syto-16 wurde von 
Molecular Probes Inc. (Leiden, Niederlande) bezogen. 
2.1.4.6 Pgp - Modulator 
Das zur Modulation der Pgp - Funktion verwendete ± Verapamilhydrochlorid 
stammte von der Firma Sigma (Deisenhofen). 
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2.1.4.7 Substrat für die Efflux - Studien 
Zur Darstellung der Pgp-Funktion wurde der Fluoreszensfarbstoff Rhodamin 
123 (Rho 123) von der Firma Sigma (Deisenhofen) eingesetzt. 
2.1.4.8 Chemikalien für den MTT - Test 
MTT (3-([4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-dimethyltetrazoliumbromid)) wurde von 
der Firma Sigma (Deisenhofen) bezogen. PBS2- Puffer (2-: ohne Ca2+ und 
Mg2+) pH 7,4 stammte von der Firma Life Technologies GmbH (Karlsruhe) wie 
auch RPMI 1640 – Medium. 
Für die Herstellung des Lysis-Puffers wurden Dimethylformamid (DMF) und 
Natriumdodecylsulfat (SDS) von der Firma Sigma (Deisenhofen) und Aqua ad 
injectionem (Apotheke der Universitätsklinik Münster) verwendet. 
2.1.4.9 Zytostatika 
Doxorubicin (Adriblastin®) stammte von der Firma Pharmacia&Upjohn. 
2.1.4.10 Cyclooxygenase - Inhibitoren 
NS 398 war von der Firma Calbiochem/Novabiochem (Darmstadt). 
Meloxicam wurde freundlicherweise von der Firma Boehringer (Mannheim) zur 
Verfügung gestellt. 
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2.1.4.11 Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) – 
Materialien 
ABTS (2,2`- azuino – bis – (3 – ethylbenzthiazolin – 6 – sulfat)) stammte von 
der Firma Roche – Diagnostics (Hamburg), biotinyliertes anti – Maus 
Immunglobulin (Ig) von der Firma Amersham Biosciences (Braunschweig). BSA 
(bovine serum albumin) und sämtliche Chemikalien zur Herstellung der 
benötigten Puffer wurden von Sigma (Deisenhofen), das hier verwendete 
Prostaglandin E2 (PGE2) von Biomol (Hamburg) bezogen. Der monoklonale 
Antikörper gegen PGE2 war von IBL (Hamburg) und StrepABComplex HRP von 
der Firma Dakopatts (Glostrup, Dänemark). 
2.1.4.12 Apoptose Assay 
Zur Identifizierung früher Apoptose in den Zellen wurde das Annexin V-FITC 
Apoptosis Detection Kit der Firma BD Biosciences (USA) verwendet. Der 
monoklonale PerCP gekoppelte Antikörper Apo 2.7 von Immunotech (BC 
Company, USA) diente zum Nachweis später Apoptose. 
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2.1.5 Geräte und Verbrauchsmaterialien 
Zellkultur_______________________________________________________ 
Autoklav:  Vertikal-Autoklav: FV  Technomara (Fernwald) 
Brutschrank:  Steri-Cult 3033   Forma Scientific 
        (Marietta, USA) 
Einwegartikel: Kulturflaschen: 50 ml, 250 ml Greiner Bio-One GmbH 
      (Nürtingen) 
Röhre 15 ml, steril 
 Röhre 50 ml, steril 114x28 mm Sahrstedt (Nürnbrecht) 
Pipetten serolog.:    
1 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml 
 Kryoröhrchen: 1,8 ml  Nunc  
     (Kamstrup, Dänemark) 
Mikroskope: Invertoskop: ID 02   Zeiss (Oberkochen) 
Pipetten: Multipette    Eppendorf (Hamburg) 
 Pipette: 
   Pasteurpipetten Glas 145 mm Brand 
Sterilbank: Biogard Hood B40-112  Baker Inc. 
     (Sanford, Maine, USA) 
Sterilfiltration: Filter: 0,22 µm   MembraPure (Bodenheim) 
 Spritze: 5 ml, 10 ml   Dispomed (Gelnhausen) 
Zählkammer: Neubauer    Assistent 
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Zentrifuge: Biofuge 15R Kühlzentrifuge Heraeus Sepatech 
     (Hannover) 
RNA-Analytik:___________________________________________________ 
Elektrophorese: horizonztale Gelkammer: H5 Gibco/BRL (Eggenstein) 
   Stromversorgungsgerät:  Desaga (Heidelberg)  
   Desatronic 2000/3000 
Filmmaterial:  Hyperfilm-MP   Amersham  
        (Braunschweig) 
   Polaroid 667    Sigma (Deisenhofen) 
Filterpapier:  2668/8 und 2043b MGL  Schleicher&Schüll 
        (Dassel) 
Hybridisierung: Hybridisierungsofen: Hybaid Biometra (Göttingen) 
   Hybridisierungsröhrchen:  
   15x3,5 cm 
   Monitor LB 1210 D   Berthold (Wildbad) 
Membran:  Nylon-Membran:   Amersham  
   Hybond-N, 0,45 µm   (Braunschweig) 
[32P]-Nachweis: Bio-Imaging-Analyzer:  Raytest (Straubenhardt) 
   BAS 1500     
   Imaging plates:      
   2040 (32P-sensitiv) 
   Fujix Kassette 
   Auswertungssoftware: 
   BAS-Reader 2.9; TINA 2.0 
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Photometer:  Spektralphotometer: 1101 M Eppendorf (Hamburg) 
Röhrchen:  Polypropylen mit    Sahrstedt (Nürnbrecht) 
   Schraubdeckel: 13 ml (steril) 
Säulen:  MicroSpin G-25 Säulen  Pharmacia Biotech  
        (Freiburg) 
Schüttler:  REAX 3    Heidolph (Kehlheim) 
UV-Tisch:  Modell 302 NM-906: 302 nm Intas (Göttingen) 
Zentrifugen:  J2-21M/E Kühlzentrifuge  Beckman Instruments 
        (München) 
 Biofuge 15R Kühlzentrifuge Heraeus Sepatech 
     (Hannover) 
 
FACS-Analyse:__________________________________________________ 
Messröhrchen: 12x75 mm, 5 ml, Polystyrene Falcon, BD (USA) 
Flowzytometer: FACS Calibur   Becton Dickinson (USA) 
MTT-Assay:_____________________________________________________ 
Einwegartikel: Zellkulturplatten:   Falcon (USA) 
96 Vertiefungen 
 Combitips Plus: 2,5 ml, 5 ml Eppendorf (Hamburg) 
ELISA-Reader : Multiscan Ascent/35400588 ThermoLabsystems 
     (Frankfurt) 
Magnetrührer: Ikamag® RLT   Janke & Kunkel, IKA-Werk 
     (Staufen) 
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ELISA:_________________________________________________________ 
Zentrifuge Biofuge 15R Kühlzentrifuge Heraeus Sepatech. 
     (Hannover) 
Kryo-Röhrchen      Sahrsted (Nürnbrecht) 
ELISA-Reader: MR 5000    Dynatech (Denkendorf) 
Glasröhrchen: 2 ml     Serolab (Lausanne, 
     Schweiz) 
Micropipetten: 0 – 50 µl    Ortho-Diagnostic Systems 
50 – 200 µl    (Raritan, USA) 
8-channel 50 – 200 µl 
Nunc immuno module maxisorp F8   Nunc (Kamstrup, 
      Dänemark) 
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2.2 Methoden 
2.2.1 Sterilisation von Materialien und Lösungen 
Hitzebeständige Lösungen, sowie hitzebeständige Glas- und Plastikmaterialien 
wurden durch 25-minütiges Autoklavieren bei 121 0C sterilisiert. Nicht 
hitzestabile Lösungen wurden sterilfiltriert. Die Porenweite der Sterilfilter  
(0,45 µm oder 0,2 µm) richtete sich dabei nach der Konsistenz der Lösungen. 
2.2.2 Kultur etablierter Zelllinien 
Die in flüssigem Stickstoff gelagerten Zellen wurden vorsichtig aufgetaut und 
mit einer sterilen Einmalpipette in ein steriles Universaltube mit 30 ml 
vorgewärmtem Zellkulturmedium (RPMI1640 mit 10% FCS) überführt. Das 
Tube wurde bei 200 g und Raumtemperatur zentrifugiert, der Überstand 
anschließend entfernt und die Zellen in Zellkulturmedium (Zelldichte 100.000-
500.000/ml) resuspendiert. 
Nach etwa einer Woche bzw. bei normalem Wachstumsverhalten und normaler 
Zellmorphologie konnten die Zellen den Experimenten zugeführt werden. 
Die adhärent wachsenden Zelllinien SHEP und IMR5 wurden in mit Kollagen/ 
Essigsäure beschichteten Flaschen kultiviert.  
 
 Kollagen/Essigsäure_(steril)_________  
0,1 N Essigsäure   45 ml 
 Kollagen S Typ I (4 mg/ml) 2,2 ml 
 
Inkubator-Standardbedingungen waren eine Temperatur von 37 0C bei 100% 
Luftfeuchte und 5% CO2. 
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2.2.3 Isolierung von Lymphozyten und Monozyten aus 
Patientenmaterial 
Die Isolierung von Lymphozyten und Monozyten erfolgte unter sterilen 
Bedingungen. 
Zunächst wurde eine 1:3 Verdünnung mit IMDM (+ 10% FCS) vorgenommen 
und das Volumen u.U. soweit erhöht, dass es durch vier teilbar war. In einem 
15ml-Tube wurden 4ml Blut-IMDM-Gemisch über 3ml Ficoll-Paque geschichtet. 
Anschließend wurde 20 Minuten bei 20 0C und 1600 rpm ohne Bremse 
zentrifugiert. Die in der Interphase zwischen wässriger und organischer Phase 
angereicherten Monozyten und Lymphozyten wurden mit einer sterilen 
Pasteurpipette isoliert, mit IMDM (+ 10% FCS) auf 10ml aufgefüllt und ein 
weiteres Mal bei 20 0C und 1600 rpm 10 Minuten mit Bremse zentrifugiert. 
Danach wurde das Medium abgesaugt und das Pellet je nach Größe in 2 - 5 ml 
IMDM (+10% FCS) resuspendiert. Anschliessend wurde mit einer Neubauer-
Kammer die Zellzahl bestimmt und der Zellgehalt der Suspension berechnet. 
Nach einer weiteren Zentrifugation bei 20 0C und 1200 rpm für 5 Minuten wurde 
der Überstand abgesaugt und die Zellzahl durch Resuspendierung in frischem 
Medium auf etwa 100 Mio./ml eingestellt. 
Zur Herstellung der Gefrierlösung wurden 2 Teile IMDM mit 2 Teilen FCS und 
einem Teil DMSO (Dimethysulfoxid) versetzt und anschließend durch einen 
Membranfilter mit der Porenweite 0,2 µm sterilfiltriert. 
In jedes Gefrierröhrchen mit 0,5 ml Zellsuspension wurden 0,5 ml Gefrierlösung 
pipettiert und die Röhrchen verschlossen. Zunächst wurden die Proben einige 
Tage bei –80 0C, dann bis zur Bearbeitung in flüssigem Stickstoff gelagert. 
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2.2.4 Northern Blot 
2.2.4.1 Isolation von RNA 
Die Isolation der gesamtzellulären RNA wurde durch Guanidiniumthiocyanat-
Phenol-Chloroform-Extraktion nach einer Modifikation der Methode von 
CHOMCZYNSKI und SACCHI (1987) vorgenommen (71).  
Die vorliegende Zellprobe wurde leicht angetaut, mit 4 ml GTC-Lösung versetzt 
und gut geschüttelt. Nach 10 Minuten Lysieren auf Eis wurde das Zelllysat in 
sterile 13 ml Polypropylen-Zentrifugenröhrchen überführt. Anschließend wurde 
die pH-Wert-Einstellung mit Zugabe von 0,4 ml Natriumacetatlösung (2 M; pH 
4,0), 4 ml Phenol (wassergesättigt, pH 4,3) vorgenommen und danach mit  
0,8 ml Chloroform/Isoamylalkohol (49:1) versetzt. Nachdem der Ansatz gut 
geschüttelt wurde, wurde 10 Minuten auf Eis bis zur Phasentrennung inkubiert 
und in einigen Fällen zur besseren Phasentrennung noch etwas mehr 
Chloroform/Isoamylalkohol zugegeben. Anschließend wurde bei 4 0C und bei 
7740 g 20 Minuten in einem JA20-Rotor (J2-21M/E Kühlzentrifuge) zentrifugiert. 
Die obere, wässrige, RNA-enthaltende Phase wurde vorsichtig abgenommen 
und in ein weiteres steriles Röhrchen überführt. Nach der Zugabe von 4 ml 
Isopropanol zur Fällung der RNA wurde über 1h bei –20 0C inkubiert und 
anschließend für 30 Minuten bei 4 0C und 15000 g zentrifugiert. Der Überstand 
wurde abgenommen und das Sediment in 1,5 ml GTC-Lösung suspendiert und 
auf Eis gestellt. Darauf folgten eine weitere Zugabe von 3 ml Isopropanol und 
eine Inkubation über mindestens 3 h bei –20 0C. Nach einer weiteren 
Zentrifugation für 30 Minuten bei 4 0C mit 15000 g wurde der Überstand 
abgegossen und das Sediment vorsichtig mit 2x1 ml Ethanol 70% gespült, um 
Salze herauszulösen. Die erhaltene RNA wurde in 20-50 µl autoklaviertem 
bidest. H2O suspendiert, in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei –80 0C 
gelagert. 
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Die Konzentrationsbestimmung der RNA erfolgte durch Absorptionsmessung 
einer 1:1000 Verdünnung in bidest. H2O bei 260 nm. Eine optische Dichte 
OD260 von 1,0 in dieser Verdünnung entspricht 40 µg RNA pro µl RNA -
Stammlösung. Um die Qualität der Präparation beurteilen zu können, wird bei 
280 nm die Absorption der Proteine erfasst und der Quotient aus Absorption der 
Nucleinsäuren bei 260 nm und der Proteinabsorption, welche die 
Verunreinigung der Probe widerspiegelt, gebildet. Im Idealfall (sehr reine RNA) 
sollte dieser Quotient 2 betragen. 
GTC-Lösung__________ 
GTC       4M 
Sarcosyl*          17 mM 
Trinatriumcitrat      25 mM 
ß-Mercaptoethanol  0,1 M 
_____________________ 
   pH 7,5 
*(N-Dodecanoyl-N-Methylglycin, Na-Salz) 
2.2.4.2 Agarose - Gelelektrophorese der isolierten RNA 
Um bei der Gelelektrophorese ein ausreichend scharfes Bandenmuster von 
ribosomaler RNA (rRNA) und messenger RNA (mRNA) im Gel zu erreichen, 
wurden die Proben durch Erhitzung in Anwesenheit von Formamid (CH3NO) 
denaturiert und die Auftrennung in einem Formaldehyd-haltigen Agarosegel 
vorgenommen. 
2.2.4.3 Herstellung von horizontalen denaturierenden 
Agarosegelen 
Zur Herstellung der eingesetzten 1%-igen Agarosegele wurde zunächst die 
vorgewogene Agarose in einem autoklavierten Gefäß in 90 ml 3-N-
Morpholinopropansulfonsäure (MOPS) - Puffer durch einmaliges Aufkochen 
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gelöst. Nachdem die Lösung auf ca. 50 0C abgekühlt war, wurde sie mit 10 ml 
einer 37%-igen Formaldehydlösung versetzt (Endkonzentration 3,7%) und das 
horizontale Gel (14 x 11 x 0,5 cm) nach dem Einsetzen der Kämme 
luftblasenfrei gegossen. Um RNAse - Aktivität zu verhindern, wurden die 
Gelkammer und die Kämme vor der Analyse mit 50mM NaOH und sterilem 
bidest. H2O behandelt. 
MOPS (10-fach)__________ 
MOPS     0,2 M 
Natriumacetat  50 mM 
EDTA    10 mM 
______________________ 
     pH 7,0 
2.2.4.4 Vorbereitung der Proben 
Nach dem vorsichtigen Auftauen der RNA - Proben auf Eis erfolgte das 
Vorbereiten auf das Auftragen. Eingesetzt wurden je Bahn 20 - 25 µg Gesamt-
RNA. Wenn der RNA – Gehalt der Proben unter 20 µg betrug, wurde hier die 
gesamte, isolierte RNA verwendet. Um ein einheitliches Probenvolumen zu 
gewährleisten, wurden die Proben mit autokloaviertem bidest. H2O auf ein 
einheitliches Volumen ergänzt. Jede Probe wurde mit 20 µl Probenpuffer, 
bestehend aus Blaupuffer, Formamid - Mix und Ethidiumbromid in 
Volumenanteilen von 50:250:1, versetzt, dann für 15 Minuten bei 65 0C 
denaturiert, sofort auf Eis abgekühlt und vor dem Auftragen kurz anzentrifugiert. 
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Blaupuffer_______________  Formamid - Mix_______________ 
Na2HPO4     0,005 M  Formamid (deionisiert)* 16,5 M 
Bromphenolblau  0,45% (w/v)  MOPS (10-fach)    13,2% (w/v) 
Glycerin      13,7 M  Formaldehyd (37%-ig)   2,7 M 
 
*Zur Deionisierung von Formamid wurden 50 ml Formamid unter sterilen 
Bedingungen für 30 min mit 5 g Serdolit MB-1-Ionenaustauscherharz gerührt 
und das Austauscherharz durch einen Faltenfilter abfiltriert. Die Lösung wurde 
sofort aliquotiert und bei –20 0C gelagert. Der fertige Probenpuffer konnte 2 - 3 
Wochen bei 4 0C aufbewahrt werden. 
2.2.4.5 Elektrophorese 
Das polymerisierte, auf dem Gelkammertablett fixierte Agarosegel wurde in die 
Elektrophoresekammer eingebracht und mit MOPS-Puffer (2.2.4.3) 
überschichtet. Danach wurden die Kämme entfernt und die Probentaschen, 
welche zuvor durch das Einbringen von 2,5 µl Probenpuffer auf Dichtigkeit 
geprüft wurden, mit den Proben beladen. Zunächst wurde für ca. 30 - 60 
Minuten eine konstante Stromstärke von 10mA angelegt, bis die Proben in das 
Gel eingelaufen waren, die elektrophoretische Auftrennung der RNA erfolgte 
dann für 3 – 4 h bei einer konstanten Stromstärke von 40 - 45 mA. Der 
Elektrophoresepuffer wurde dabei ständig umgewälzt. Nach Abschluß der 
Elektrophorese wurde die Beladung des Gels durch UV - Durchlicht geprüft und 
fotografisch dokumentiert. Die Fluoreszenz des Ethidiumbromids, welches in 
die RNA interkaliert, ermöglichte das Sichtbarmachen der rRNA – Banden unter 
UV-Anregung, wobei die 18 S und 28 S rRNA - Banden als interner Beladungs- 
und Molekulargewichtsstandard dienten. Anhand der Banden wurde zusätzlich 
die Intaktheit der RNA überprüft. Bei intakter DNA sollte das Verhältnis von  
18 S:28 S in etwa 3:1 sein. 
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2.2.4.6 Transfer der RNA auf Nylonmembranen  
Als Grundlage für den Transfer der RNA aus dem Agarosegel auf eine 
Nylonmembran wurde die von SOUTHERN et al. (1975) beschriebene 
Kapillartransfer-Methode verwendet (378). Vor dem Transfer wurde die 
Nylonmembran (Porengröße 0,45 µm) in sterilem H2O benetzt und wie auch die 
Filterpapiere in 5 x SSC (Standard-Natrium-Citrat-Puffer) äquilibriert. Als 
Pufferbrücke diente ein dickes Filterpapier, welches so auf einer erhöhten 
Glasplatte plaziert wurde, dass beide Enden gleichmäßig in das darunter 
befindliche, mit 20 x SSC gefüllte, Pufferreservoir reichten. Auf diese 
Pufferbrücke wurden von unten nach oben ein dickes und ein dünnes 
Filterpapier, das Gel (Taschenöffnungen unten), die Nylonmembran, ein dünnes 
und ein dickes Filterpapier luftblasenfrei geschichtet. Zur Abdichtung des 
Pufferreservoirs und der Sandwichkanten diente Parafilm. Um den nötigen 
Druck auf das System auszuüben, wurde es mit einer Lage von 15-20 cm 
saugfähigen Papiertüchern überschichtet und mit ca. 1 kg beschwert. Die 
Transferzeit betrug 16 - 24h. 
Zur Fixierung der RNA wurde danach jede Seite der Nylonmembran für 3 
Minuten mit UV - Licht der Vertiefungenlänge λ = 306 nm bestrahlt. Auf dem UV 
- Tisch wurde die Vollständigkeit des Transfers vom Gel auf die Nylonmembran 
überprüft und fotografiert. Um Salze, Bromphenolblau und Ethidiumbromid zu 
entfernen, wurde die Membran zweimal in 95 0C heißer 0,05%-iger SDS-
Lösung sowie zweimal in heißem bidest. H2O gewaschen und anschließend 
getrocknet. 
20 x SSC_________________ 
NaCl    3M 
Trinatriumcitrat        0,3 M 
________________________ 
         pH 7,0 
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2.2.4.7 Nachweis spezifischer mRNA im Northern Blot 
2.2.4.8 Markierung von Oligonukleotiden 
Um die Oligonukleotide radioaktiv zu markieren, wurde das γ - Phosphat von 
[γ32P] - ATP mittels T4-Polynukleotid - Kinase auf das 5`-Ende von 
Oligonukleotiden übertragen. Das Gesamtvolumen, in dem die Markierung der 
verwendeten Oligonukleotide erfolgte, betrug 10 µl. Der Ansatz bestand aus  
50 pmol β-Aktin, 50 pmol (MDR1, COX-2) Oligonukleotid, sterilem bidest. H2O 
ad 3 µl, 1 µl 10-fach konzentriertem Reaktionspuffer (Endkonzentration: 10 mM 
MgCl2, 5 mM Dithiothreitol, 70 mM Tris-HCl) sowie 5 µl bzw. 1,85 mBq [γ32P]-
ATP (spezifische Aktivität: 222 TBq/mmol). Um die Reaktion zu starten, wurde 
dem Gemisch mit 1 µl T4-Polynukleotid-Kinase (8 I.E./µl) zugesetzt und 
anschließend für 1 h bei 37 0C im Heizblock inkubiert. 
Um die so markierten Oligonukleotide von freiem [γ32P] - ATP zu trennen, 
wurden G-25 Sephadex - Säulen (Pharmacia) eingesetzt. Zunächst wurde das 
Säulenmaterial durchmischt und die Säule nach Entfernung des Verschlusses 
in einem Reaktionsgefäß für 1 Minute bei 735 x g zentrifugiert. Durch Zugabe 
von 40 µl 100 mM EDTA - Lösung wurde die Markierungsreaktion gestoppt und 
der Ansatz vollständig auf die Säule gegeben, welche anschliessend bei 735 x 
g für 2 Minuten zentrifugiert wurde. Das Eluat, welches die markierten 
Oligonukleotide enthielt, wurde mit 300 µl denaturierter Heringssperma - DNA 
(Stammlösung: 10mg/ml) versetzt und der Hybridisierungslösung zugesetzt. 
Durch Bestimmung der Gesamtaktivität im Eluat wurde zuvor jedoch die 
Qualität der Markierung überprüft. 
2.2.4.9 Nachweis spezifischer mRNA durch Hybridisierung mit 
32Phosphor-markierten Sonden 
Die Membranen wurden für 2 - 12 h bei 38 0C im Hybridisierungsofen mit 
Prähybridisierungslösung inkubiert, um freie Bindungsstellen abzusättigen. Um 
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die Hybridisierung selbst einzuleiten, wurden die die markierten Sonden 
enthaltenden Hybridisierungsansätze zur Prähybridisierungslösung pipettiert. 
Die Hybridisierung erfolgte dann für 16 – 24 h bei 38 0C. Nachdem die 
Hybridisierung abgeschlossen war, wurden die Membranen zur Entfernung 
unspezifisch gebundener Oligonukleotide bei 38 0C und zunehmender 
Stringenz des Waschpuffers von 2 x SSC/0,1% SDS (w/v) und 1 x SSC/0,1% 
SDS (w/v) gewaschen, indem unter Schütteln im Wasserbad eine 5-minütige 
Inkubation vorgenommen wurde. Bei Erreichen einer konstanten Aktivität wurde 
die Waschprozedur abgebrochen und die Membran noch feucht in Klarsichtfolie 
eingeschweißt. 
 
Prähybridisierungslösung___________  Denhardts-Lösung (100-fach)___ 
NaCl      0,9 M  Ficoll (MW 400000)      2% 
Trinatriumcitrat         0,09 mM Polyvinylpyrolidon      2% 
Formamid deionisiert*      50% (w/v) BSA        2% 
SDS              17 mM 
Denhardts-Lösung (100-fach)   5% (v/v) 
Heringssperma-DNA      400 µg/ml 
 
Denhardts-Lösung wurde nach dem Ansetzen in bidest H2O durch 5 µm und 
0,45 µm Vorsatzfilter sterilfiltriert. Formamid wurde wie unter 2.2.4.4 
beschrieben deionisiert. Um DNA - Fragmente von 500 - 700 kb zu erhalten, 
wurde die Heringssperma – DNA - Lösung (10mg/ml) vor Gebrauch mit 
Ultraschall behandelt und anschließend bei –20 0C gelagert. Kurz vor der 
Verwendung wurde die Heringssperma - DNA dann durch 5-minütiges Kochen 
und Abkühlen auf Eis denaturiert. 
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2.2.4.10 Auswertung der Northern Blots 
Die Gesamt-RNA wurde wie oben beschrieben in einem 1%-igen Agarosegel 
aufgetrennt und die Membran mit radioaktiv markierten Oligonukleotidsonden 
hybridisiert, die gegen MDR1 - und COX–2 - mRNA gerichtet waren. 
Um die gebundene Radioaktivität zu quantifizieren, wurde ein Bio - Imaging-
Analyzer, BAS 1500 verwendet. [32P] - sensitive Nachweisplatten wurden einer 
3- bis 72-stündigen Strahlenexposition durch die hybridisierte Nylonmembran 
ausgesetzt und dann eingelesen. Anschließend wurden die Membranen mit 
aufgelegten Röntgenfilmen in einer Kassette mit Verstärkerfolien bis zu 3 
Wochen bei –80 0C gelagert, bevor die Autoradiographien entwickelt wurden. 
Die Quantifizierung erfolgte immer in Relation zu einem mit - aufgetragenen 
„Standard“ mit bekannter MDR1 - und COX - 2 - mRNA Expression, der gleich 
100 % gesetzt wurde. In der vorliegenden Arbeit diente die Zelllinie GIMEN 
bzw. die unbehandelte Zellkontrolle als Standard. 
Bei den angegebenen Prozentwerten handelt es sich nicht um absolute, 
sondern relative quantitative Aussagen. 
2.2.5 Durchflusszytometrie 
2.2.5.1 Funktionsprinzip des Flowzytometers 
Bei der Durchfluss - oder Flowzytometrie handelt es sich um eine Technik, die 
es ermöglicht, gleichzeitig physikalische und molekulare Parameter auf 
Einzelzellniveau zu messen.  
In einer dünnen Kapillare strömen Zellen einzeln durch einen Laserstrahl, der 
durch die jeweilige Zelle gestreut wird. Anhand dieser Lichstreuung werden 
sowohl Granularität als auch Größe der Zellen gemessen und die Signale in 
einem x – y – Diagramm, dem Dotplot,  dargestellt. Auf diese Weise können 
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Zellen der gleichen Gruppe aus einem Zellgemisch heraussortiert, identifiziert 
und isoliert betrachtet werden. 
Durch den Einsatz von fluoreszenzmarkierten Antikörpern, die gegen bestimmte 
Differenzierungsmoleküle auf der Zelloberfläche oder im Zytoplasma gerichtet 
sind, ist es möglich, die Expression von Molekülen auf oder in einer Zelle zu 
messen, die zum System der Leukozytendifferenzierungs-Antigene gehören 
und international nach dem CD - System (CD = Cluster of Differentiation) 
festgelegt sind. Die Messung der Leukozyten – Differentierungs - Antigene 
erlauben weitreichende Aussagen zu Funktion und Leistung der Zellen. Die 
Leukämie - Diagnostik ist ein wichtiger Einsatzbereich der Flowzytometrie, mit 
Hilfe derer Krankheitstypen (akute oder chronische, lymphatische oder 
myeloische Leukämie) und Subtypen identifiziert und Blastenpopulationen 
identifiziert und quantifiziert werden können. 
 
Abb. 3: Prinzip der Flowzytometrie. a) Durchfluss von Zellen, die mit fluoreszierenden 
Antikörpern markiert wurden. b) Das Vorwärtsstreulicht liefert eine Information über die 
Zellgröße. c) Das totale Seitwärtsstreulicht liefert Informationen über die Granularität. b)+c) 
geben zusammengenommen Informationen über die Zellsorte. d) Die Fluoreszenzdetektoren 
liefern Informationen über die Fluoreszenz der einzelnen Zellen und damit über die Bindung der 
fluoreszierenden Antikörper an das Antigen in oder auf der Zelle. 
 
Laser 
Filter 
Zellfluss
Vorwärts - 
Streulicht 
Detektoren für  Floureszenz  und Seitwärtsstreulicht
c) 
b) 
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Ebenso ermöglicht die Methode, Antigene verschiedener Proteine in oder auf 
den Zellen spezifisch nachzuweisen. 
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100 101 102 103 104
PgP
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(B) 
Abb. 4: (A) Darstellung einer flowzytometrischen Bestimmung des P-Glykoproteins. 
Darstellung im Dotplot und als Histogramm und Overlay gegen die Negativkontrolle 
(Glycophorin A) (B) Darstellung einer flowzytometrischen Bestimmung des Rho 123 – 
Effluxes. Darstellung im Dotplot und als Histogramm gegen den „Uptake“. 
 
2.2.5.2 Flowzytometrischer Nachweis von P - Glykoprotein und 
anderen Antigenen 
250 µl Zellsuspension mit einer ungefähren Zelldichte von 2x106 / ml wurden mit 
PE (Phytoerythrin) gekoppeltem Pgp - Antikörper (moAB MRK16) versetzt. 
Nach einer Inkubation von 15 Minuten bei Raumtemperatur unter 
Lichtausschluß wurde zweimal mit PBS - Puffer gewaschen. 
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100 101 102 103 104
Rhodamin 123
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Die Probe wurde anschließend mit dem FACS - Gerät FACS - Calibur der Firma 
Becton Dickinson gemessen, wobei pro Probe 10.000 Zellen erfasst wurden.  
_PBS______________  
NaCl  136 mM 
 KCl  2,68 mM 
Na2HPO4  8,2 mM 
KH2PO4       1,47 mM 
___________________ 
      pH 7,4 
2.2.5.3 Rhodamin 123 - Efflux Studien 
Die MDR1 – abhängige Transportaktivität wurde auf Grundlage des 
Auswärtstransportes des Fluoreszenzfarbstoffes Rhodamin 123 (Rho 123) in 
Anlehnung an die Methode nach HUET et al. bestimmt (183). Rho 123, das sich 
spezifisch in Mitochondrien lebender Zellen anreichert, wurde erstmals von 
NEYFAKH (1988) als potentielles MDR1 - Substrat beschrieben (289). NARE et 
al. (1994) konnten anhand von Photoaffinitätsmarkierungsstudien mittels eines 
Azidosalicylsäurederivats des Rho 123s zeigen, dass Rho 123 direkt und 
spezifisch an P-Glykoproteine vom MDR1 – Typ bindet, und dass diese 
Bindung durch Inkubation mit Verapamil als Hemmstoff des MDR1 - 
vermittelten Transports unterbunden werden konnte (287).  
Zur Bestimmung der MDR1 - abhängigen Transportaktivität wurde die 
Zellsuspension auf eine Konzentration von 2x106 Zellen / ml serumfreies RPMI 
eingestellt. Je 250 µl dieser Suspension wurden auf folgende Ansätze verteilt: 2 
Röhrchen für die „Uptake“-Kontrolle (UC) und die „Efflux“-Kontrolle (EC), 2 
Röhrchen für den „Uptake“ von Rhodamin123 (UO) und den „Efflux“ von 
Rhodamin123 (EO) und 2 Röhrchen für den Rho 123 – „Uptake“ unter 
Verapamil-Einfluß (UV) und den Rho 123 – „Efflux“ unter Verapamil - Einfluß 
(EV). 
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Zunächst wurden 10 µl PBS-Puffer in die Kontrollröhrchen UC und EC 
gegeben, Verapamil - Lösung in die Tubes UV und EV. Danach wurden die 
Tubes UO, EO, UV und EV mit 5 µl einer 5 µM Rho 123 - Lösung versetzt, 
homogenisiert und unter Lichtausschluß eine Stunde bei 37 0C inkubiert. 
Anschließend wurden die „Uptake“ - Tubes UC, UO und UV bis zur Messung 
auf Eis gestellt. Gleichzeitig wurden die Efflux - Tubes EC, EO und EV zweimal 
mit 4 0C kaltem RPMI 1640 gewaschen und jeweils bei 4 0C und 450 x g 5 
Minuten zentrifugiert. Anschließend wurde der Überstand abgesaugt und das 
Zellpellet in 250 µl RPMI 1640 (370C) aufgeschwemmt. Je 20 µl PBS-Puffer 
wurden zu den Tubes EC und EO und nochmals Verapamil- Lösung der jeweilig 
verwendeten Konzentration zu dem Tube EV zugegeben und homogenisiert. 
Dann wurden diese Tubes eine weitere Stunde unter obigen Bedingungen 
inkubiert. 
Parallel wurde immer ein Tube, welches neben anderen spezifischen 
Antikörpern Syto 16 enthielt, mit - inkubiert, um nach der flowzytometrischen 
Messung die vitalen Zellen erfassen zu können. Zusätzlich wurden Zellen in 
drei Röhrchen pro Messreihe mit folgenden Antikörpern gefärbt, um die Rho 
123 – akkumulierenden Zellen besser charakterisieren und die 
Blastenpopulationen identifizieren zu können (siehe Pgp - Nachweis): 
1) syto16 CD 7 PE  CD 45 PerCP  CD 34 APC 
2) CD 36 FITC  GlycophorinA PE  Apo 2.7 CD 45 APC 
3) -----------------  PgP PE  CD 33 PCY5  CD34 APC 
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Spezifität der Antikörper: 
Syto 16: Vitalitätsmarker 
CD 7: T-Zellantigen 
CD 45: Leukozyten 
CD 34: myeloische und lymphatische Vorläuferzellen 
CD 36: Monozyten, Makrophagen, frühe erythroide Zellen 
Glycophorin A: Erythropoese (dient hier als Negativkontrolle für die Pgp 
         Messung) 
Apo 2.7: Apoptosemarker zur Bestimmung später Apoptose 
CD 33: Monozyten, myeloische Vorläuferzellen 
2.2.5.4 Auswertung 
Die Auswertung der flowzytometrischen Messungen erfolgte mit der Cellquest 
Pro©- Software der Firma Becton Dickinson. 
Die angegebenen Prozentwerte in den Ergebnissen der Pgp - Bestimmung 
beziehen sich auf den Anteil der von allen in einer Messung erfassten, vitalen, 
also Syto 16 – positiven, Blasten, welche gleich 100 % gesetzt werden. Die 
quantitative Pgp – Expression ergibt sich aus dem Anteil der vitalen Zellen, auf 
dem gebundene Fluoreszenz des Phytoerythrin (PE) - gekoppelten Pgp - 
Antikörpers nachgewiesen wurde. Als Negativkontrolle diente jeweils eine 
Färbung der gleichen Probe mit PE - gekoppeltem Glycophorin A, welches 
Zellen der roten Reihe nachweist, die aber mittels der vorangegangenen Ficoll - 
Trennung ausgeschlossen sein sollten. 
Beim Rho 123 - Efflux Assay wurden ebenfalls nur die vitalen, also Syto 16 – 
positiven Zellen der Blastenpopulation in die Auswertung eingeschlossen. Der 
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„Uptake“ von Rho 123 wurde so eingegrenzt, dass er mindestens 99 % betrug. 
Der „Efflux“ war dementsprechend als 99 % minus dem nach der einstündigen 
„Efflux“-Zeit in den Blasten verbliebene Teil des Rho 123s definiert. 
2.2.6 Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 
Mit Enzymimmunotechniken werden Methoden zur qualitativen und 
quantitativen Erfassung von Antigenen, Haptenen und Antikörpern bezeichnet, 
bei denen das Ausmaß der immunologischen Reaktion durch den 
Substratumsatz eines Markerenzyms angezeigt wird. Das Enzym ermöglicht 
einen empfindlichen Nachweis des primären Antigen – Antikörper – Komplexes 
durch Sichtbarmachung über gefärbte Produkte bei photometrischer Detektion. 
Das Testprinzip des kompetitiven EIA (Enzymimmunoassay) beruht auf einer 
Signalabschwächung, hervorgerufen durch die konkurrenzbedingte 
Verdrängung des enzymmarkierten Analyten von den Bindungsstellen des 
Antikörpers durch den Analyten aus der Probe. Die resultierende Farbintensität 
ist damit umgekehrt proportional zur Konzentration des Analyten in der zu 
bestimmenden Probe. 
Das kompetitive PGE2 – EIA wurde in Anlehnung an eine Modifizierung eines 
Enzyme Linked Immunosorbent Assay für Thromboxan B2 (328) unter 
Verwendung eines monoklonalen Anti-PGE2 - Antikörpers durchgeführt (47,347). 
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2.2.6.1 Benötigte Lösungen und Puffer 
 
Lösung/Puffer  Zusammensetzung/Herstellung_______________ 
Anti-Maus Ig-Lösung 1 : 2000 in PBS-BSA-1% 
Coating Puffer  1.59 g/l Na2CO3, 2.93 g/l NaHCO3, pH 9.6 
PBS-BSA-1%  8.0 g/l NaCl, 2.9 g/l Na2HPO4*12 H2O, 0.2 g/l KCl, 
    0.2 g/l KH2PO4, 10 g/l BSA, pH 7.4 
Waschpuffer   8.0 g/l NaCl, 2.9 g/l Na2HPO4*12 H2O, 0.2 g/l KCl, 
    0.2 g/l KH2PO4, 0.05% (v/v) Tween 20, pH 7.4 
PGE2-BSA-Lösung  0.8 µl PGE2-BSA / 1 ml Coating Puffer 
PGE2-MoAb-Lösung 4 µg lyophilisiertes Pulver resuspendiert in  
H2Obidest / 1 ml PBS-BSA-1% 
StrepAbComplex HRP Lösung A und B 1 :1000 in PBS-BSA-1% 
Substrat Puffer 3.25 mM NaBO4, 39.8 mM C6H8O7*H2O, 60 mM 
Na2HPO4, pH 4.5 
Substrat Verdünnung 0.1% ABTS in Substratpuffer 
PGE2-Standard lyophilisiertes PGE2 gelöst in 
Methanol/Ammoniumacetat Puffer (70:30, pH5.6). 
Konzentrationen zwischen 0.1 ng/ml bis 50 ng/ml 
(in Aliquots von 50 µl / Kryoröhrchen unter Argon bei 
–84 0C gelagert)  
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Zunächst wurden die Microtiterplatten mit PGE2-BSA-Konjugat durch Inkubation 
mit 200 µl Lösung / Vertiefung über Nacht bei 4 0C beschichtet und nach Ende 
der Inkubation der Überstand abzentrifugiert. Um verbliebene Bindungsstellen 
abzusättigen, wurden 250 µl PBS-BSA-1% pro Vertiefung zugegeben und für 
30 Minuten inkubiert. Anschließend wurde 3 x bei Raumtemperatur mit 250 µl 
Waschpuffer pro Vertiefung gewaschen. PGE2 - Standards 7 verschiedener 
Konzentrationen (Doppelansätze) bzw. die Zellkulturüberstände mit 
unbekannter PGE2-Konzentration wurden mit 100 µl/Vertiefung und die Lösung, 
die den monoklonalen Antikörper gegen PGE2 enthielt, ebenfalls mit 100 
µl/Vertiefung auf die Platte gegeben und über Nacht bei 4 0C inkubiert. Nach 
dreimaligem Waschen wurden 200 µl/Vertiefung der Lösung des biotinylierten 
Anti-Maus Immunglobulins zugegeben und 120 Minuten bei Raumtemperatur 
inkubiert. Anschließend wurde wiederum 3 x gewaschen und danach mit  
200 µl/Vertiefung des mit Meerrettich-Peroxidase gekoppelten Streptavidin-
Biotin-Komplexes versetzt. Nach dreimaligem Waschen wurde das 
Enzymimmunoassay mit 200 µl Substrat - Lösung pro Vertiefung 30 – 60 
Minuten inkubiert und die Absorbtion bei 450 nm unter Verwendung einer 
ReferenzVertiefungenlänge von 490 nm gemessen. 
Die PGE2-Konzentrationen in den untersuchten Proben wurde  anhand der 
Standardkurve errechnet. 
2.2.7 MTT - Assay  
Beim MTT – Assay handelt es sich um ein sensitives in vitro – 
Zytotoxizitätsassay. Es beruht auf einer colorimetrischen Bestimmung im 
Rahmen derer die Reduktion einer Tetrazolium – Komponente (MTT) zu einem 
unlöslichen Formazan – Produkt durch die Mitochondrien vitaler, 
stoffwechselaktiver Zellen nach dessen Solubilisierung gemessen wird. 
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2.2.7.1 Vorbereitung der Cyclooxygenase - Inhibitoren 
Die verwendeten COX - Inhibitoren wurden in wasserfreiem DMSO in 
entsprechenden Konzentrationen gelöst. Beim MTT - Assay wurde ein 
Eigeneffekt des Lösungsmittels durch Kontrolluntersuchungen ausgeschlossen. 
  
Abb. 5: Meloxicam      Abb. 6: NS398 
 
2.2.7.2 Durchführung des MTT - Assays 
Es wurden jeweils 3 Platten pro Test  für die Messungen 48h, 72h und 96h 
nach Zugabe des COX - Inhibitors angesetzt. 
Die Zellen wurden in 96-Vertiefung-Platten mit der für die entsprechende 
Zelllinie bzw. den Patienten als optimal ermittelte Zellzahl pro Vertiefung 
ausgesäat und unmittelbar darauf mit dem Cyclooxygenase - Inhibitor versetzt. 
Es lagen in den Vertiefungen folgende Konzentrationen vor: 
Meloxicam: 0 µM, 0.01 µM, 0.1 µM, 0.5 µM und 1 µM 
Nach 24 Stunden wurde das Zytostatikum zugegeben. . Es wurden folgende 
Konzentrationen an Doxorubicin eingesetzt: 
Doxorubicin (ADR): 0 µg/ml, 0.1 µg/ml, 0.15 µg/ml 
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Abb. 7: Doxorubicin (Adriblastin®) Doxorubicin wird in dieser Arbeit auf Grund des 
Fertigarzneimittelnamens als ADR abgekürzt. 
Nach weiteren 24 Stunden erfolgte die Zugabe der MTT - Lösung mit 20 µl pro 
Vertiefung. Die Platten wurden 3 h bei 37 0C im Brutschrank inkubiert, um die 
Reduktion des Tetrazoliumsalzes zum wasserunlöslichen, blau - violetten 
Formazan - Farbstoff durch mitochondriale Dehydrogenasen zu ermöglichen. 
Bei Suspensionszellen (HL-60) erfolgte danach eine 10-minütige Zentrifugation 
bei 2500 rpm. Anschließend wurde die MTT - Lösung vorsichtig abgesaugt und 
mit einer Multipette 100 µl Lyse-Reagenz pro Vertiefung eingebracht. Zur 
vollständigen Solubilisierung des in den Zellen präzipitierten Farbstoffes erfolgte 
eine mindestens 15-minütige Inkubation bei Raumtemperatur auf dem Schüttler 
bis unter dem Mikroskop keine Kristalle mehr zu erkennen waren. 
 
MTT-Lösung (50 ml)________   Lyse-Reagenz (500 ml)_______ 
MTT        250 mg   SDS    100 g 
PBS-Puffer pH 7,4         50 ml   H2O (demineralisiert)        250 ml 
       Dimethylformamid           250 ml 
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Die Auswertung der Platten erfolgte durch Messung der optischen Dichte im 
ELISA-Reader Multiscan Ascent, ThermoLabsystems (Frankfurt) bei der 
TestVertiefungenlänge 492 nm und der ReferenzVertiefungenlänge 650 nm. 
An den weiteren zwei Tagen wurde ebenso verfahren. Es wurden pro Test drei 
Messungen durchgeführt. 
2.2.8 Apoptose - Assay 
2.2.8.1 Apoptosenachweis mit Annexin V 
In Zellen, die sich in einer frühen Phase der Apoptose befinden, klappt das 
Membranphospholipid Phophatidylserin (PS) von der inneren zur äusseren 
Seite der Plasmamembran. Somit wird PS auf der Zelloberfläche der 
Umgebung präsentiert. Annexin V ist ein 35 - 36 kDa Ca2+ - abhängiges 
phospholipidbindendes Protein mit hoher Affinität zu PS und bindet somit an PS 
präsentierende Zellen. Eine Markierung des Annexin V mit dem 
Floureszensfarbstoff Fluoroisothiocyanat (FITC) ermöglicht die quantitative 
Detektion im Flowzytometer (427).  
Die Annexin V - Färbung der Zellen wurde in Kombination mit einer Färbung mit 
einem Vitalitätsmarker, in diesem Fall Propodium Iodid (PI), vorgenommen, um 
bereits tote, nekrotische Zellen von denen in Apoptose befindlichen 
unterscheiden zu können. 
2.2.8.2 Apoptosenachweis mit dem Monoklonalen Antikörper  
Apo 2.7  
Die Anfärbung der Zellen erfolgte nach 2.2.5.2. 
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2.2.8.3 Auswertung 
Die Auswertung der flowzytometrischen Messungen erfolgte mit der Cellquest 
Pro©- Software der Firma Becton Dickinson. 
2.2.9 Auswertung der durchgeführten Experimente 
Alle Experimente wurden, wenn möglich, als Doppel - oder Dreifachbestimmung 
unabhängiger Kulturflaschen und MTT - Platten einer Zelllinie bzw. von 
primären Blasten oder aus voneinander unabhängigen Versuchen durchgeführt. 
Außer bei der Darstellung von repräsentativen Versuchen wurden die 
Ergebnisse als arithmetische Mittelwerte ( x ) angegeben. 
 
Arithmetischer Mittelwert:  ∑
=
=
n
i
ixn
x
1
1  
n = Anzahl der Einzelmessungen; xi = Messwert einer Einzelmessung 
 
Bei der Mittlung von Messwerten wurde zur Abschätzung des Messfehlers der 
Einzelmessungen die Standardabweichung (sd) bzw. der Standardfehler (se) 
angegeben. 
Standardabweichung:  sd = ( )∑
=
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Standardfehler:   se = 
n
sd  
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Die Signifikanz der erhaltenen Daten wurde unter Verwendung des t - Testes 
(nach Student) für ungepaarte Werte bzw. gepaarte Werte ermittelt. Hierbei 
wurden die Mittelwerte 1x  und 2x  zweier Vergleichsgruppen mit der 
Stichprobengröße n1 und n2 unter Berücksichtigung der Varianzen der 
Messergebnisse (Standardabweichung)2 miteinander verglichen. Die 
errechneten t - Werte wurden mit den Werten aus einer Tabelle für die t -
Verteilung verglichen. Waren die berechneten t - Werte größer als die für eine 
angenommene statistische Sicherheit von P = 95 % angegebenen t - Werte, 
wurde von signifikanten Ergebnissen ausgegangen. Waren die berechneten t-
Werte größer als die für eine angenommene statistische Sicherheit von P = 
99% bzw. P = 99,9 % aufgeführten t - Werte, wurde von hochsignifikanten 
Unterschieden der Messwerte ausgegangen. Als Signifikanzniveau, also die 
Wahrscheinlichkeit, mit der eine bestimmte Aussage nicht zutreffend ist, wurde 
p = 1 - P angegeben. Bei der Darstellung der Ergebnisse wurden als 
Signifikanzniveaus *, p<0,05; **, p<0,01 und ***, p<0,001 unterschieden. 
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3 Ergebnisse 
3.1 Ergebnisse in Zelllinien 
3.1.1 Ergebnisse in den Neuroblastomzelllinien SHEP und IMR5 
Die Neuroblastomzelllinien SHEP und IMR5 dienten als Validierungssystem für 
die weiteren Untersuchungen. Sie wurden gewählt, da bei beiden eine MDR1 - 
Expression bekannt war und Zellen in genügender Menge verfügbar waren. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 8: Coexpression von MDR1- und COX-2 – mRNA in verschiedenen 
Neuroblastomzelllinien. 
In beiden war neben einer Coexpression von MDR1 - und COX-2 - mRNA  
(Abb. 8) eine funktionell aktive Pgp - Expression nachweisbar. Die Zellen 
zeigten einen aktiven Rho 123 - Efflux. In diesen Zelllinien bestand eine positive 
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Korrelation zwischen MDR1-, COX–2 - mRNA- und Pgp - Expression und 
MDR1 - abhängiger Transportaktivität (Abb. 9). 
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Abb. 9: Pgp-Expression, Rho 123-Efflux, COX-2-mRNA- und MDR1-mRNA-Expression in 
den Neuroblastomzelllinien SHEP und IMR5. Die Pgp-Expression und der Rhodamin - Efflux 
wurden gemäß 2.2.5.2 und 2.2.5.3 und die mRNA-Expressionen gemäß 2.2.4 im Northern Blot 
in unbehandelten Zellen bestimmt. Dargestellt sind die Relationen zwischen den einzelnen 
Messergebnissen. Die vergleichsweise höhere Expression von MDR1-mRNA in IMR5-Zellen 
resultiert in einer höheren Pgp-Expression und –Funktion als in SHEP-Zellen. 
Mit der Zelllinie SHEP wurde gemäß 2.2.7.2 ein in vitro - Zytotoxizitätsassay 
(MTT - Test) durchgeführt. Die Zellzahl betrug 7500 pro Vertiefung. Da es sich 
um eine adhärent wachsende Zelllinie handelt, wurden mit Kollagen 
beschichtete MTT - Platten verwendet.  
Meloxicam als präferentieller COX-2 – Inhibitor allein hatte an Tag 1 (Abb. 10a) 
keinen signifikanten Effekt auf die Zellproliferation. Der t - Test für ungepaarte 
Werte ergab bei keiner Konstellation eine Signifikanz. Unter ADR = 0.1 µg/ml 
dagegen zeigten alle Ansätze, die Meloxicam enthielten, eine um 17 % bis 28 
% niedrigere Vitalität bei einem Signifikanzniveau von *** p<0.001. Unter ADR = 
0.15 µg/ml war dieser Effekt ebenfalls zu beobachten. Die Vitalität war im 
Vergleich zum Zytostatikum allein um 20 % vermindert. Das Signifikanzniveau 
betrug * p<0.05 (gesamte Stichprobe: sd = 0.06; se = 0.007). Auch an Tag 2 
(Abb. 10b) war unter Meloxicam allein kein signifikanter Effekt auf die 
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Zellproliferation vorhanden. Bei beiden ADR - Konzentrationen war jedoch eine 
Wirkungsverstärkung in Anwesenheit von Meloxicam in einer Größenordnung 
von 17 % bis 28 % mit einem Signifikanzniveau von * p<0.05 zu beobachten 
(gesamte Stichprobe: sd = 0.06; se = 0.007). Meloxicam allein hatte auch an 
Tag 3 (Abb. 10c) keinen Effekt auf die Zellproliferation. Ein signifikanter 
wirkungsverstärkender Effekt durch Meloxicam konnte unter ADR = 0.1 µg/ml 
bei einer Konzentration von 0.5 µM Meloxicam (*, p<0.05) als 33 % und unter 
ADR = 0.15 µg/ml bei den Konzentrationen 0.5 µM (**, p<0.01) als 60 % und 1 
µM Meloxicam (*, p<0.05) als 30 % geringere Zellvitalität als bei ADR allein 
festgestellt werden (gesamte Stichprobe: sd = 0.13; se = 0.01). 
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Abb. 10: MTT-Assay mit der Neuroblastomzelllinie SHEP nach 24-stündiger 
Vorinkubation mit Meloxicam in An- und Abwesenheit von Doxorubicin (ADR). (A) 
Messung der Zellvitalität an Tag 1, 48 h nach Zugabe von Meloxicam und 24 h nach Zugabe 
des Zytostatikums. (B) Messung der Zellvitalität an Tag 2. (C) Messung der Zellvitalität an  
Tag 3.  
 
3 Ergebnisse  71 
0.00
0.02
0.04
0.06
0.08
0.10
0.12
0.14
0.16
0.18
0.20
1 2 3
Tag
ED
 5
0 
(µ
g/
m
l)
0
0.01
0.1
0.5
1
Meloxicam (µM)
 
Abb. 11: ED 50 von ADR in der Zelllinie SHEP nach Vorinkubation mit Meloxicam. 
 
Zur Verdeutlichung der Ergebnisse des MTT – Assays wurden als 
pharmakologischer Parameter die ED 50 von ADR, also diejenige Dosis 
berechnet, bei der es unter Meloxicam zu einer 50%-igen Verringerung der 
Zellvitalität kam (Abb. 11). Nach 24 h ist deutlich erkennbar, dass unter 
Meloxicam erheblich weniger ADR benötigt wird um eine 50%-ige Verringerung 
der Zellvitalität zu erreichen. Unter 0.01 µM Meloxicam waren 12 %, unter 0.1 
µM 20 %, unter 0.5 µM 31 % und unter 1 µM 24 % weniger ADR notwendig. 
Nach 48 h kam es zu einer Verringerung der ED 50 von ADR um 
durchschnittlich 18 % und nach 72 h um durchschnittlich 21 %. 
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3.1.2 Ergebnisse in der AML - Zelllinie HL-60 
3.1.2.1 MDR1 – mRNA - und COX-2 – mRNA - Expression  
Die unbehandelten HL-60 Zellen zeigten eine nur geringe, relative MDR1–
mRNA - Expression. In Relation zu der Referenzzelllinie GIMEN, bei der die 
jeweilige Expression gleich 100 % gesetzt wurde betrug diese 60%. Die basale, 
relative COX-2-mRNA – Expression betrug 253%. 
Um den Einfluß eines COX-2 - Inhibitors auf die MDR1 - und COX-2 – mRNA - 
Expression zu untersuchen wurden HL-60 Zellen 4 d mit dem COX-2 - 
präferentiellen Inhibitor Meloxicam inkubiert. Der Versuchsaufbau und die 
Inkubationszeiten waren analog zu den Versuchsbedingungen im MTT - Assay 
(s. 2.2.7.2). Nach vier Tagen Inkubation war im Northern Blot eine Abnahme der 
MDR1 – mRNA - und der COX-2 – mRNA  -Expression in den HL-60 Zellen zu 
beobachten. Im Falle der COX-2 - mRNA war die Abnahme deutlich 
dosisabhängig, im Falle der MDR1 - mRNA war das Maximum der Abnahme 
bei 0,5 µM Meloxicam erreicht, unter 1 µM Meloxicam stieg die MDR1 – mRNA-
Expression wieder leicht an. Zur Auswertung dieses Versuches wurden die 
mRNA - Expressionen der unbehandelten HL-60 Zellen gleich 100% gesetzt. 
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Abb. 12: Inkubation von HL-60-Zellen mit Meloxicam. Einfluß auf die Expression von 
COX-2- und MDR1-mRNA. Dargestellt ist das Ergebnis eines repräsentativen Northern Blots. 
 
3.1.2.2 Prostaglandin E2 - Freisetzung 
Um zu überprüfen, ob ein regulatorischer Zusammenhang zwischen MDR1 und 
COX-2 hergestellt werden kann, wurde ein Enzyme Linked Immuno Sorbent 
Assay (ELISA) durchgeführt, um die Konzentration des COX-2 - Produktes 
Prostaglandin E2 (PGE2), das als Mediator in Frage kommt, zu messen. Die 
Aktivität des COX-2-Enzyms wurde unter verschiedenen Bedingungen, u.a. 
unter Einwirkung des MDR1 – Induktors Doxorubicin (ADR) bestimmt. 
Zu diesem Zweck wurden Ansätze von HL-60 - Zellen mit dem Substrat der 
COX-2 Arachidonsäure (AA) (1 µM) als Positivkontrolle und mit ADR (0,15 
µg/ml) versetzt. Nach 24 h, 48 h, 72 h und 96 h wurde jeweils die PGE2 - 
Konzentration im Überstand der Zellkultur gemessen. Desgleichen wurde mit 
einer unbehandelten Zellkontrolle verfahren. 
Die Schwankung der Messwerte betrug maximal +/- 8.7 %. In der Zellkontrolle 
war eine nur sehr geringe PGE2 - Freisetzung zu beobachten. Unter 
Arachidonsäure kam es wie erwartet zu einem massiven Anstieg der 
3 Ergebnisse  74 
Prostaglandin E2 - Konzentration, welche an Tag 4 am höchsten war (Abb. 13a). 
In Anwesenheit des Zytostatikums ADR war interessanterweise ebenfalls ein 
starker Anstieg der PGE2 - Konzentration zu beobachten, welcher an Tag 3 ein 
Maximum erreichte. Der geringe Abfall an Tag 4 könnte auf einem vermehrten 
Absterben der Zellen unter ADR beruhen (Abb. 13b). 
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Abb. 13: Einfluß von Arachidonsäure und Doxorubicin auf die Prostaglandin E2 
Freisetzung in HL-60-Zellen. Dargestellt sind die Mittelwerte dreier unabhängiger 
Versuchansätze pro Bedingung, welche wiederum in Doppelbestimmung analysiert wurden. Es 
wurde überprüft und ausgeschlossen, dass die Messwerte durch Interaktion der eingesetzten 
Substanzen mit den verwendeten Antikörpern beeinflusst  wurden.  
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Der gleiche Versuch wurde wie oben dargestellt wiederholt, wobei hier 
zusätzlich der selektive COX-2 - Inhibitor NS 398 in den Konzentrationen 1 µM, 
10 nM, und 1 nM eingesetzt wurde, um zu überprüfen, ob die COX-2 
maßgeblich an der detektierten PGE2-Freisetzung beteiligt ist. 
Die Schwankung der Messwerte betrug in diesen Experimenten maximal  
+/- 8,5 %. Die Freisetzung von PGE2 wurde an Tag 1 durch die Inkubation mit 
Arachidonsäure im Vergleich zur Kontrolle um 83 %, durch Inkubation mit ADR 
um 23 % erhöht. Induktionen in ähnlicher Größenordnung war auch an allen 
anderen Tagen zu beobachten. Allerdings war zeitabhängig keine weitere 
Steigerung nachweisbar. In den Ansätzen, die NS 398 enthielten, wurden in 
Relation zur nicht mit ADR behandelten Kontrolle unter 1 nM NS 398 8 % unter 
10 nM 23 % und unter 1 µM 65 % weniger PGE2 gemessen (Abb. 14a). In 
Relation zur Kontrolle konnten an Tag 2 dagegen in Anwesenheit von NS 398 
keine geringeren, sondern vielmehr höhere Konzentrationen von PGE2 
gemessen werden (Abb. 14b). An Tag 3 konnte lediglich bei der höchsten NS 
398 Konzentration von 1 µM eine massive Verminderung der PGE2 - 
Konzentration im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle dargestellt werden. Sie 
betrug 90 % (Abb. 14c). 
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Abb. 14: Einfluß des selektiven COX-2 - Inhibitors NS398 auf die Prostaglandin E2 - 
Freisetzung in HL-60. Dargestellt sind die Mittelwertezweier unabhängiger Versuchsansätze 
pro Bedingung, welche wiederum in Doppelbestimmung analysiert wurden. Es wurde überprüft 
und ausgeschlossen, dass die Messwerte durch Interaktion der eingesetzten Substanzen mit 
den verwendeten Antikörpern beeinflusst  wurden.. (A) Bestimmung der PGE2 - Freisetzung 
nach 24h. (B) Bestimmung des PGE2 - Release nach 48h. (C) Messung nach 72h. (D) Messung 
96h. 
Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass bereits die basale PGE2-Freisetzung 
auf die COX-2 – Aktivität zurückzuführen ist. 
3.1.2.3 Expression von P - Glykoprotein 
Um die Expression des MDR1-Pgps auf den HL-60 Zellen in Anwesenheit von 
Meloxicam, Doxorubicin bzw. Meloxicam/Doxorubicin zu bestimmen, wurden 
die Zellen zunächst 24 h mit oder ohne Meloxicam vorinkubiert und danach mit 
Doxorubicin (ADR) in verschiedenen Konzentrationen versetzt. An Tag 3 (also 
72h nach ADR-Zugabe) wurde die Messung der Protein - Expression mittels 
Markierung des Proteins mit einem monoklonalen Antikörper und Detektion im 
Flowzytometer durchgeführt (s. 2.2.5.2). 
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In unbehandelten Zellen war die Pgp - Expression sehr gering, wurde aber in 
Anwesenheit von ADR  in allen Versuchen und bei allen ADR-Konzentrationen 
(0.01, 0.1, 0.15 µg/ml) deutlich induziert. 
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Abb. 15: Induktion der Pgp - Expression in HL-60-Zellen durch ADR. Dargestellt sind die 
Ergebnisse dreier repräsentativer Versuche. Die eingesetzten ADR-Konzentrationen waren: 
0,01 µg/ml (A), 0,1 µg/ml (B) und 0,15 µg/ml (C).  
Um den Effekt von Meloxicam auf die durch ADR hochregulierte Pgp - 
Expression zu untersuchen, wurden die Zellen 24 h vor Zugabe des 
Zytostatikums mit verschiedenen Meloxicam-Konzentrationen vorinkubiert. Im 
Vergleich zu nur mit ADR 0.01 µg/ml behandelten Zellen kam es in den mit 
Meloxicam vorinkubierten Zellen trotz Anwesenheit von ADR zu einer Abnahme 
der Pgp - Expression bzw. zu einer verringerten Hochregulation, was für eine 
wesentliche Bedeutung der COX-2 bzw. der PGE2-Freisetzung bei der 
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Regulation der Pgp-Expression unter ADR sprechen könnte. Die ADR-
abhängige Hochregulation der Pgp-Expression wurde bis zu einer Meloxicam - 
Konzentration von 0.5 µM dosisabhängig verringert. Sie war unter 0.01 µM 
Meloxicam um 17 % und unter 0.1 µM und 0.5 µM Meloxicam um etwa  
94 %.Unter Vorbehandlung mit 1 µM Meloxicam war die ADR-abhängige 
Induktion der Pgp-Expression im Vergleich zu Zellen ohne 
Meloxicamvorbehandlung um 89 % vermindert (Abb.16a). Auch in mit  
ADR 0.15 µg/ml stimulierten Zellen kam es in den zusätzlich mit Meloxicam 
vorinkubierten Zellpopulationen zu einer verminderten Pgp-Expression, die bis 
zu einer Meloxicam - Konzentration von 0.5 µM Dosisabhängigkeit zeigte. Unter 
0.01 µM Meloxicam wurde eine Verringerung der Hochregulation um 25 %, 
unter 0.1 µM um 79 %, unter 0.5 µM um 83 % und unter 1 µM um 54 % im 
Vergleich zu Zellen ohne Meloxicam beobachtet (Abb. 16b). Auffällig war bei 
beiden ADR-Konzentrationen, dass die Vorinkuabtion mit 1µM Meloxicam 
jeweils geringer wirksam war, als die mit 0,05 µM  
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Abb. 16: Pgp - Expression in HL-60-Zellen in Anwesenheit von Meloxicam unter ADR . 
Dargestellt sind die Ergebnisse zweier repräsentativer Versuche.  
 
Die Inkubation von HL-60 mit Meloxicam allein hingegen hatte keinen 
signifikanten Einfluß auf die Pgp-Expression. Dargestellt sind die Mittelwerte 
von 4 unabhängigen Versuchen. Es wurden jeweils die Meloxicam - 
Konzentrationen 0,01 µM, 0,1 µM, 0,5 µM und 1 µM eingesetzt. Bei keiner 
Meloxicam - Konzentration war ein signifikanter Effekt auf die Pgp - Expression 
feststellbar (alle p = nicht signifikant, t-Test für ungepaarte Stichproben)  
(Abb. 17). 
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Abb. 17: Effekt von Meloxicam auf die Pgp - Expression in HL-60-Zellen. (gesamte 
Stichprobe:  
sd = 0.44; se = 0.098) 
 
3.1.2.4 Funktionelle Aktivität des P - Glykoprotein 
Um die funktionelle Aktivität des P-Glykoprotein unter verschiedenen 
Bedingungen zu überprüfen, wurde gemäß 2.2.5.3 ein Rho 123 - Efflux - Assay 
durchgeführt. 
Der Rho 123 - Efflux wurde wie auch die Pgp - Expression in Anwesenheit von 
ADR deutlich induziert. Unter ADR 0.01 µg/ml kam es im Vergleich zur 
unbehandelten Kontrolle zu einem um 40 % gesteigerten Efflux von Rho 123 im 
Vergleich zu unbehandelten Zellen (Abb. 18a). Unter ADR 0.1 µg/ml wurde ein 
im Vergleich zur Kontrolle um 60 % gesteigerter Efflux, unter ADR 0.15 µg/ml 
ein um 62 % gesteigerter Efflux beobachtet (Abb.18b).  
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Abb. 18: Einfluß von ADR auf den Rho 123-Efflux in HL-60-Zellen. Dargestellt sind zwei 
repräsentative Versuche  
 
Um den Einfluß eines Cyclooxygenase–2 - Inhibitors auf den durch ADR 
induzierten Rho 123 - Efflux zu untersuchen, wurden die HL-60 Zellen analog 
zu 2.2.7.2 mit verschiedenen Meloxicam - Konzentrationen versetzt und nach 
24 h ADR zugegeben. Anschliessend wurde gemäß 2.2.5.3 an Tag 3 der ADR - 
Inkubation ein Rho 123 - Efflux-Assay durchgeführt. 
Unter ADR 0.01 µg/ml kam es im Vergleich zu den nicht mit Meloxicam 
vorinkubierten Zellen in den mit Meloxicam vorinkubierten Zellen zu einer 
Verringerung des Rho 123 - Efflux, welche bis zu 0.5 µM dosisabhängig verlief. 
Es wurde eine Verringerung des unter ADR allein hochregulierten Effluxes unter 
0.01 µM Meloxicam um 37 %, unter 0.1 µM um 45% unter 0.5 µM 67 % und 
unter 1 µM Meloxicam um 65 % beobachtet (Abb. 19a). In Anwesenheit von 
0.05 µg/ml ADR kam es unter 0.01 µM Meloxicam zu einem um 50 % und unter 
0.1 µM Meloxicam um 11 % verringerten Efflux. Bei höheren Meloxicam - 
Konzentrationen konnte keine weitere Verminderung beobachtet werden. Unter 
0.5 µM war sogar eine leichte Erhöhung des Efflux und unter 1 µM etwa der 
gleiche Wert wie bei den nicht inkubierten Zellen darstellbar (Abb. 19b). 
Meloxicam allein hatte keinen eindeutigen, modulierenden Einfluß auf den 
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Efflux von Rho 123 in HL-60 Zellen. Bei allen Konzentrationen bewegte sich der 
Efflux in dem Bereich von 22 % bis 35 % (Abb. 19c). 
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Abb. 19: Rho 123 - Efflux in HL-60-Zellen in Anwesenheit von Meloxicam in An- oder 
Abwesenheit von ADR. Dargestellt sind drei repräsentative Versuche.  
 
3.1.2.5 Hemmbarkeit der Pgp - Funktion 
Um zu untersuchen, ob der durch ADR induzierte Rho 123 - Efflux in HL-60 
auch auf einer erhöhten Pgp - Funktion beruht, wurde ein Funktionsassay in 
Anwesenheit des kompetitiven Pgp - Inhibitors Verapamil in verschiedenen 
Konzentrationen durchgeführt. Eingesetzt wurde das Stereoisomerengemisch 
(+/-)- Verapamil, wobei dem R(+)-Stereoisomer oder auch Dexverapamil eine 
geringere kardiotoxische Wirkung zugeschrieben wird (40).  
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Abb. 20:  (+/-) - Verapamilhydrochlorid   
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Neben der unbehandelten Zellkontrolle wurden Zellen, welche 3 d mit 0,15 
µg/ml ADR inkubiert worden waren, untersucht.  
Der Efflux wurde durch die Behandlung mit ADR deutlich induziert. Durch den 
Einsatz von Verapamil wurde dieser dosisabhängig bei einer Konzentration von 
50 µM Verapamil um 44% und bei einer Konzentration von 100 µM um 60 % im 
Vergleich zu Zellen ohne Verapamil reduziert, was für eine spezifische 
Induktion der MDR1-abhängigen Transportaktivität bzw. die spezifische 
Induktion einer funktionell aktiven Pgp-Überexpression durch ADR spricht. 
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Abb. 21: Pgp - Funktionshemmung durch Verapamil. 
 
3.1.2.6 In vitro - Zytotoxizitätsassay 
Um eine mögliche Meloxicam-abhängige Modulation der Behandlungseffizienz  
von HL-60 Zellen unter ADR zu untersuchen, wurden gemäß 2.2.7 Messungen 
der Zellvitalität vorgenommen. 
Die Messung der Zellvitalität an Tag 1, 48 h nach Zugabe von Meloxicam und 
24 h nach Zugabe des Zytostatikums, ergab, daß Meloxicam allein keinen 
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signifikanten Effekt auf die Zellproliferation hatte (Signifikanzniveau: alle p = 
nicht signifikant; t - Test für ungepaarte Werte). Unter ADR = 0.1 µg/ml dagegen 
zeigten alle Zellen, die mit Meloxicam vorbehandelt waren, eine signifikant 
niedrigere Vitalität (Signifikanzniveau: ***, p<7 10-10). Unter ADR = 0.15 µg/ml 
war dieser Effekt ebenfalls zu beobachten (Signifikanzniveau: für 0.01 µM 
Meloxicam *, p<0.05; für 0.1 µM und 0.5 µM **p<0.01 und für 1 µM ***p<0.001) 
(gesamte Stichprobe: sd=0.09; se=0.004)(Abb. 22a). Die Messung der 
Zellvitalität an Tag 2 ergab, daß in einer Konzentration von 0.01 µM Meloxicam 
allein einen geringen proliferationsverstärkenden Effekt zeigte 
(Signifikanzniveau: ***, p<0.0001). Bei ADR 0.1 µg/ml war eine hochsignifikante 
Wirkungsverstärkung des Zytostatikums in Anwesenheit von Meloxicam zu 
beobachten (Signifikanzniveau: ***, p<0.0002 für 0.01 µM, für alle übrigen ***, 
p<2 10-7). Unter ADR 0.15 µg/ml war dieser Effekt ebenfalls signifikant 
(Signifikanzniveau: ***; p<0.0003) (gesamte Stichprobe: sd=0.24; se=0.01) (Abb. 
22b). An Tag 3 zeigte Meloxicam allein in den Konzentrationen 0.01 µM und 0.1 
µM wiederum einen eher proliferationsverstärkenden Effekt (Signifikanzniveau: 
*, p<0.03; **, p<0.003). Unter ADR = 0.1 µg/ml und ADR = 0.15 µg/ml konnte 
jeweils eine hochsignifikante dosisabhängige Wirkungsverstärkung in 
Anwesenheit von Meloxicam aller Konzentrationen beobachtet werden 
(Signifikanzniveau: ***; p<1 10-7) (gesamte Stichprobe: sd=0.29; se=0.01) (Abb. 
22c). 
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Abb. 22: MTT-Assay der Zelllinie HL-60 nach Vorinkubation mit Meloxicam in 
Anwesenheit von Doxorubicin (ADR). Die Zellzahl betrug 25 000 pro Vertiefung. (A) Messung 
der Zellvitalität an Tag 1, also 48 h nach Zugabe von Meloxicam und 24 h nach Zugabe des 
Zytostatikums. (B) Messung der Zellvitalität an Tag 2. (C) Messung der Zellvitalität an Tag 3.  
Der zytostatische Effekt von ADR wurde durch Meloxicam dosisabhängig 
verstärkt. An Tag 1 bewegte sich dieser Effekt unter 0,1 µg/ml ADR zwischen 
28 % und 38 % und unter 0.15 µg/ml ADR zwischen 11% und 21 %, an Tag 2 
zwischen 22 % und 48 % und zwischen 62 % und 71 % ,  an Tag 3 um 44 % 
und zwischen 33 % und 78 %. 
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Meloxicam allein hatte keinen Effekt auf die Überlebensrate der Zellen, sondern 
verstärkte tendenziell sogar die Zellproliferation um 2 % bis 14 %. 
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Abb. 23: ED 50 von ADR in der Zelllinie HL-60 nach Vorinkubation mit Meloxicam. 
Zur Verdeutlichung der Ergebnisse des MTT – Assays wurden als 
pharmakologischer Parameter die ED 50 von ADR unter Meloxicam berechnet 
(Abb. 23). Nach 24 h Inkubation mit ADR ist deutlich erkennbar, dass unter 
Meloxicam erheblich weniger ADR benötigt wird, um eine 50%-ige Verringerung 
der Zellvitalität zu erreichen. Die Verringerung der ED50 betrug dabei unter 
0.01 µM Meloxicam 71 %, unter 0.1 µM 77 %, unter 0.5 µM 75 % und unter 1 
µM 78 % . Nach 48 h Inkubation mit ADR kam es zu einer Verringerung der ED 
50 von ADR um 33 %, nach 72 h Inkubation war der Effekt ausgeschöpft bzw. 
es waren kaum noch vitale Zellen nachweisbar. 
3.1.2.7 Antagonisierung des Meloxicam - Effektes durch PGE2  
Um zu überpfüfen, ob die Verstärkung der Zytotoxizität von ADR durch 
Meloxicam auf seiner Eigenschaft als COX – Inhibitor beruhte, wurde 
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untersucht, ob mittels Zugabe von PGE2 als COX – Produkt und möglichem 
Mediator der verstärkende Effekt von Meloxicam aufhebbar ist. Es wurde 
wiederum analog zu 2.2.7 ein MTT – Assay durchgeführt. Die Hälfte der 
Vertiefungen wurde dabei zusätzlich zu Meloxicam mit 3 µg/ml PGE2 - 
Löslichkeiten gehören eher in den Material und Methodenteil versetzt. 
Zur Darstellung der Messergebnisse wurden die ED 50 von ADR unter den 
Verschiedenen Bedingungen berechnet, also diejenigen Dosen, bei denen es 
nach 72-stündiger Inkubation mit ADR zu einer 50%-igen Verringerung der 
Zellvitalität kam. 
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Abb. 24: ED 50 von ADR in HL-60 nach 72 h unter Meloxicam und PGE2. 
Besonders bei den niedrigen Meloxicam – Konzentrationen bewirkte PGE2 eine 
Aufhebung des wirkungsverstärkenden, also des ED 50 – verringernden 
Effektes. Je höher die Meloxicam – Konzentration war, desto geringer war die 
Antagonisierung des Meloxicam-Effektes durch PGE2 ausgeprägt. Das 
Phänomen war jedoch erst nach 72 h nachweisbar. 
3.1.2.8 Apoptose – Assay 
Um zu überprüfen, inwieweit bei unter 3.1.2.6 beschriebenem Effekt von 
Meloxicam eine Apoptoseinduktion durch den COX-2 - Inhibitor eine Rolle 
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spielt, wurden HL-60 Zellen mit verschiedenen Meloxicam - Konzentrationen 4 
Tage lang inkubiert und dann gemäß 2.2.8 ein Apoptose-Assay durchgeführt. 
Als Positivkontrolle dienten Zellen, welche über drei Tage mit 0.1 µg/ml ADR 
inkubiert worden waren. 
Wie erwartet war der Anteil Annexin – positiver, also apoptotischer, Zellen in 
der unbehandelten Kontrolle relativ gering. Er betrug etwa 13 %, wovon etwa  
5 % bereits PI – positiv, also nekrotisch waren (Abb. 25). 
 
 
 
 
 
 
(A)       (B) 
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Abb. 25: Durchflußzytometrische Messung der Apoptose in unbehandelten HL-60 Zellen. 
(A) Messung in Abwesenheit von Propodium Iodid (PI) und Annexin V. (B) Messung früher 
Apoptose in Anwesenheit von PI und Annexin V. (C) Messung später Apoptose in Anwesenheit 
von Apo 2.7. 
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Die mit ADR behandelten Zellen (Abb.26) hingegen waren fast gänzlich 
Annexin – positiv, jedoch auch PI – positiv. Es handelte sich also um bereits 
nicht mehr vitale Zellen. 
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Abb. 26: Durchflußzytometrische Messung der Apoptose in mit ADR behandelten HL-60 
Zellen. (A) Messung in Abwesenheit von Propodium Iodid (PI) und Annexin V. (B) Messung 
früher Apoptose in Anwesenheit von PI und Annexin V. (C) Messung später Apoptose in 
Anwesenheit von Apo 2.7. 
Die Zellen, die mit Meloxicam inkubiert worden waren, zeigten selbst unter der 
höchsten Konzentration von 1 µM Meloxicam keine größere Annexin – oder  
PI – Positivität als die unbehandelte Kontrolle (Abb. 27). 
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Abb. 27: Durchflußzytometrische Messung der Apoptose in mit 1 µM Meloxicam 
behandelten HL-60-Zellen. (A) Messung in Abwesenheit von Propodium Iodid (PI) und 
Annexin V. (B) Messung früher Apoptose in Anwesenheit von PI und Annexin V. (C) Messung 
später Apoptose in Anwesenheit von Apo 2.7. 
Somit konnte ausgeschlossen werden, dass Meloxicam in den verwendeten 
Dosierungen Apoptose induziert (Abb. 28). 
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Abb. 28: Apoptoseassay in HL-60 - Zellen. (Meloxicam-Inkubation 4 Tage; ADR-Inkubation 3 
Tage).  
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3.2 Ergebnisse in primären Zellen 
3.2.1 Patienten 
3.2.1.1 MDR1 – mRNA - und COX-2 – mRNA - Expression 
 In allen 29 untersuchten Proben von 28 Patienten war sowohl eine MDR1  
mRNA – als auch COX-2  mRNA – Expression nachweisbar. Dargestellt sind 
die mRNA Gehalte in Relation zur recht hohen MDR1- und COX-2 mRNA-
Expression (Abb. 8) in GIMEN – Zellen, welche jeweils als Positivkontrolle 
mitgeführt und jeweils gleich 100 % gesetzt wurden (Tab. 6). Die MDR1 mRNA 
– Expression betrug im Vergleich zu der in GIMEN-Zellen zwischen 8% und 
169%, die COX-2 mRNA – Expression zwischen 45% und 419%. Eine MDR1 
mRNA – Expression von über 100% zeigten 3 und unter 100% 26 Proben. Eine 
COX-2 mRNA – Expression von über 100% war bei 21 und unter 100% bei 8 
Proben nachweisbar. Es konnte keine klare Korrelation zwischen dem Ausmaß 
der MDR1 – mRNA – und dem der COX-2 – mRNA – Expression 
                                                               nachgewiesen werden.   
 
 
 
 
 
 
Tab. 6: Relative MDR1 – mRNA – und COX-2 
mRNA – Expression in primären AML - 
Blasten. 
PATIENT
RELATIVE 
MDR1-
EXPRESSION 
(%)
RELATIVE 
COX2 - 
EXPRESSION 
(%)
1 51 82
3 39 253
5 46 354
6 55 56
7 62 69
8 47 268
11 49 65
12 42 100
13 65 138
14 72 162
15 8 419
21 35 126
23 82 118
25 16 283
26 47 188
27 77 226
28 118 124
32 102 87
33 169 206
34 66 412
36 41 73
37 99 170
38
82 (Diagnose); 
66 (Rezidiv)
118 (Diagnose); 
77 (Rezidiv)
40 97 233
41 46 45
43 94 128
46 83 227
49 72 183
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3.2.1.2 Pgp-Expression und funktionelle Aktivität des P – 
Glykoprotein 
Die Pgp – Expression und der Rho 123 – Efflux wurden in 33 Proben von 31 
Patienten bestimmt. Von zwei Patienten lagen Proben von Diagnose und zum 
Zeitpunkt des Rezidivs vor. Eine Pgp – Expression wurde angenommen, wenn 
auf mindestens 5% der Zellen Pgp nachweisbar war. Pgp – positiv waren  16, 
Pgp - negativ 17 der Proben. Die Expressionen lagen bezogen auf die 
Gesamtzahl lebender Zellen zwischen 0% und 81%. Ein Rho 123 – Efflux war 
in allen Fällen nachweisbar. In 3 der Proben war er allerdings relativ gering. Bei 
den Patienten 7 und 28 (Diagnose) betrug er 8%, bei Patient 44 lag er bei nur 
7% der ursprünglich angereichten Rho 123 Konzentration. Insgesamt bewegte 
sich der Efflux zwischen 7% und 97%. Es konnte keine Korrelation zwischen 
Pgp – Expression und Rho 123 – Efflux nachgewiesen werden. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tab. 7: Pgp – Expression und  
Rho 123 - Efflux in primären AML-
Blasten. 
PATIENT
PGP-
EXPRESSION 
(%)
RHO 123 - 
EFFLUX (%)
EFFLUX 
UNTER 
VERAPAMIL 
(%)
1 81 23 22
2 5 54 80
4 2 16 8
6 6 38 31
7 1 8 8
9 4 60 57
10 0 28 25
11 0 41 30
12 12 60 3
13 36 28 13
18 2 45 38
19 0 14 5
22 0 55 31
23 16 97 96
24 26 80 63
26 77 51 51
28
50 
(Diagnose);47 
(Rezidiv)
8 (Diagnose);52 
(Rezidiv)
8 (Diagnose);57 
(Rezidiv)
29 3 46 15
30 0 14 7
31 2 80 78
32 4 25 25
34 3 35 44
36 2 31 5
38
16 
(Diagnose);10 
(Rezidiv)
10 
(Diagnose);46 
(Rezidiv)
20 
(Diagnose);54 
(Rezidiv)
39 1 53 81
41 5 71 60
43 26 14 14
44 70 7 4
45 15 21 15
47 1 67 77
48 7 54 58
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Bei der Effluxbestimmung wurde immer gleichzeitig der Effekt des MDR1-
Inhibitors  Verapamil auf den Rho 123-Efflux  bestimmt, um zu prüfen, ob es 
sich beim beobachteten Rho 123-Efflux tatsächlich um einen MDR1-
vermittelten Transport handelte. 
Verapamil Kein Effekt
Efflux verstärkt
Efflux vermindert
11
15
7
Pgp-pos.: 7
Pgp-neg.: 4
Pgp-pos.: 6
Pgp-neg.: 9
Pgp-pos.: 5
Pgp-neg.: 2
 
Abb. 30: Effekt von Verapamil auf den Rho 123 – Efflux in primären AML-Blasten. 
Bei 11 der Proben hatte Verapamil keinen Effekt, bei 7 Proben wurde der Efflux 
verstärkt und bei 15 Proben, von denen 6 Pgp-positiv und 9 Pgp-negativ waren, 
war der Efflux um 2,5% bis 95% vermindert. 
 
3.2.2 Patient 13 
Um das Resistenzverhalten primärer AML-Blasten unter verschiedenen 
Bedingungen genauer zu untersuchen, wurden Zellen eines Patienten gewählt, 
von dem auf Grund einer notwendigen Leukophorese des peripheren Blutes 
zum Zeitpunkt der Diagnose genügend primäres Material zu Verfügung stand. 
Mittels Ficoll-Trennung wurde das Material aufgereinigt, die so gewonnenen 
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Lymphozyten und Monozyten eingefroren und für die jeweiligen Versuche 
vorsichtig aufgetaut. Patient 13 (männlich) war zum Zeitpunkt der 
Probenentnahme und somit der Diagnose 5,5 Jahre alt. Bei ihm wurde eine 
AML M5 mit einer Translokation t (10; 11) diagnostiziert. Die Leukozytenzahl 
(WBC) betrug 238500/µl, und die flowzytometrische Analyse ergab einen 
Blastenanteil von 92 %. Im Northern Blot wurde bei dem Patienten zum 
Zeitpunkt der Diagnose eine relative MDR1 mRNA - Expression von 65 % und 
eine relative COX-2 mRNA - Expression von 138 % gemessen. 
Die Pgp - Expression betrug 36 % und der Rho 123-Efflux 28 %. 
3.2.2.1 P - Glykoprotein - Expression 
Um zu überprüfen, ob sich der bei den HL-60 Zellen festgestellte vermindernde 
Effekt des Meloxicam auf die Pgp - Expression auch bei primären Blasten 
beobachten lässt, wurden Blasten von Patient 13 mit verschiedenen Meloxicam 
Konzentrationen inkubiert. Nach 24 h wurde ADR zugegeben. 72 h nach 
Zugabe des Zytostatikums wurden die Zellen einmal mit RPMI 1640 gewaschen 
und die Pgp-Expression im Flowzytometer bestimmt. 
Es zeigte sich, dass die Pgp - Expression in den Blasten durch ADR nicht 
signifikant heraufreguliert wurde. Jedoch war eine deutliche Abnahme der 
Expression unter Meloxicam zu beobachten, welche in Anwesenheit von ADR 
(0,01 µg/ml) bis zu einer Meloxicam Konzentration von 0.5 µM dosisabhängig 
war und sich zwischen 4 % und 81 % bewegte (Abb. 31a). Unter 1 µM 
Meloxicam war die ADR-induzierte Hochregulation der Expression um 50 % 
vermindert. Ebenfalls unter ADR 0,05 µg/ml konnte in Anwesenheit von 
Meloxicam eine verringerte Pgp-Expression detektiert werden, welche jedoch 
nicht eindeutig dosisabhängig zu sein schien. Die Expression war im Vergleich 
zur Kontrolle um 22 % bis 48 % vermindert (Abb. 31b). In diesem Versuch war 
unter Meloxicam allein ebenfalls eine um 31 % bis 50 % verminderte Pgp - 
Expression zu beobachten (Abb. 31c). 
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Abb. 31: Pgp - Expression in primären AML-Blasten von Patient 13 unter ADR in 
Anwesenheit von Meloxicam. Dargestellt sind drei repräsentative Versuche.  
 
3.2.2.2 Funktionelle Aktivität des P - Glykoprotein 
Um den Einfluß eines Cyclooxygenase-2 - Inhibitors auf die MDR1-abhängige 
Transportaktivität  unter ADR zu untersuchen, wurde mit den primären Zellen 
analog zu 2.2.5.3 ein Rho 123 – Efflux - Assay durchgeführt. 
Unter ADR 0.01 µg/ml kam es im Vergleich zur  unbehandelten Kontrolle zu 
einem um 89 % gesteigerten Rho 123 - Efflux, welcher in Anwesenheit von 
Meloxicam 0.1 µM um 5 % und 0.5 µM um 47 % reduziert wurde (Abb. 32a). 
Unter ADR 0.05 µg/ml kam es ebenfalls im Vergleich zur unbehandelten 
Kontrolle zu einer Induktion des Rho 123 - Efflux um 36 %. Probeweise wurden 
hier zehnfach höhere Meloxicam - Konzentrationen als bei vorangegangenen 
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Versuchen eingesetzt. In Anwesenheit von Meloxicam 0.1 µM kam es zu einer 
Verringerung desselben um 53 %, unter 1 µM um 31 %. Unter den sehr hohen 
Konzentrationen 5 µM und 10 µM Meloxicam war eine starke Induktion des 
Effluxes zu beobachten. Eine Erhöhung der Meloxicam - Konzentration brachte 
hier also keinen Vorteil (Abb. 32b). In Anwesenheit von Meloxicam allein zeigte 
sich bei allen Konzentrationen (0.01, 0.1, 0.5, und 1 µM) eine geringfügige 
Verringerung des Efflux (Abb. 32c). 
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Abb. 32: Rho 123 - Efflux in primären AML-Blasten von Patient 13 in Anwesenheit von 
Meloxicam mit und ohne ADR. Dargestellt sind drei repräsentative Versuche.  
 
3.2.2.3 Prostaglandin E2 - Freisetzung 
Zum Zwecke der Bestimmung der PGE2 - Freisetzung unter den schon in  
HL-60-Zellen untersuchten Bedingungen (3.1.2.2) wurden AML-Blasten des 
Patienten mit ADR (0,01 µg/ml und 0,05 µg/ml) versetzt. Nach 72 h Inkubation 
in An- oder Abwesenheit von ADR wurde die PGE2 - Konzentration im 
Überstand der Zellkultur gemessen.  
Patient 13: Im Kulturüberstand der Kontrollzellen wurde eine PGE2 - 
Konzentration von 447 pg/ml gemessen. Unter ADR 0.01 g/ml kam es zu einem 
deutlichen Anstieg der  PGE2 - Konzentration um 91 %. Der Abfall der PGE2 - 
Konzentration unter ADR 0.05 mg/ml könnte auf einem vermehrten Absterben 
der Zellen unter der höheren ADR-Konzentration beruhen (Abb. 33a). Im 
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle wurde die  PGE2 - Freisetzung unter 
ADR 0.01 µg/ml so gesteigert, dass sich die Konzentration um fast das 7-fache 
erhöhte. Auch bei Patient 38 wurde unter der höheren ADR – Konzentration 
(0.05µg/ml) im Vergleich zu 0.01 µg/ml 59 % weniger PGE2 gemessen, 
allerdings war diese Konzentration trotzdem fast dreimal höher als in den 
Kontrollansätzen (Abb. 33b). Patient 26: In den mit 0.01 µg/ml ADR 
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behandelten Zellen war die PGE2 - Konzentration im Überstand mehr als 
doppelt so hoch wie im Kulturüberstand der Kontrollzellen. Unter 0.05 µg/ml 
ADR wurde im Vergleich zur Kontrolle eine um 19 % höhere PGE2 - 
Konzentration gemessen (Abb. 33c). 
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Abb. 33: Stimulation der Prostaglandin E2 - Freisetzung durch Doxorubicin in primären 
Blasten von AML - Patienten. Die primären Blasten wurden 3 Tage mit Doxorubicin (ADR) 
inkubiert. Dargestellt sind die Mittelwerte von den Messergebnissen einer Doppelbestimmung 
pro Bedingung. Es wurde überprüft und ausgeschlossen, dass die Messwerte durch Interaktion 
der eingesetzten Substanzen mit den verwendeten Antikörpern beeinflusst  wurden. Die 
Schwankung der Messwerte betrug maximal +/- 8.7 %. (A) Patient 13  (B) Patient 38 (C) 
Patient 26.  
 
In Kontrollen , die nur Medium und Meloxicam in den Konzentrationen 0,01 µM, 
0,1 µM, 0,5 µM und 1 µM, also keine Zellen, enthielten, zeigte sich, dass die 
Substanz offensichtlich mit den Antikörpern im Assay interagierte und falsch 
hohe PGE2 - Werte vortäuschte, die etwa 5-mal so hoch waren wie die, die in 
reinem Medium gemessen wurden. Trotzdem konnte bei der Untersuchung von 
AML-Blasten eines Patienten (38, Diagnose) beobachtet werden, dass die 
durch ADR verursachte, stark induzierte PGE2 - Freisetzung durch 24 stündige 
Vorinkubation der Zellen mit einer niedrigen Dosis an Meloxicam vor Zugabe 
des Zytostatikums verringert wurde. Im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle 
wurde unter ADR eine 6,8 fach höhere PGE2 - Konzentration gemessen. Diese 
war in Anwesenheit von 0.01 µM Meloxicam um 30 % und von 0.1 µM 
Meloxicam um 42 % geringer (Abb. 34). Unter den weiteren Konzentrationen 
war ein starker Anstieg der PGE2 - Konzentration zu beobachten. Bei den 
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Meloxicam Konzentrationen 0.5 µM bzw. 1 µM war der Eigeneffekt der 
Substanz offensichtlich so stark, dass hier extrem hohe PGE2 - Werte 
gemessen wurden. Dies könnte darin begründet sein, dass mehr, nicht an 
Enzym gebundene Substanz frei vorlag und somit eine höhere Störgröße 
vorhanden war. 
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Abb. 34: Einfluß von Meloxicam auf die Prostaglandin E2 - Freisetzung in mit 
Doxorubicin behandelten primären Blasten eines AML - Patienten.  
Die primären Blasten wurden 24 h lang mit Meloxicam in verschiedenen 
Konzentrationen vorinkubiert, danach mit ADR 0.01 µg/ml versetzt und nach 3 
Tagen wurde die PGE2 - Konzentration gemessen. Dargestellt sind die 
Mittelwerte einer Doppelbestimmung pro Bedingung. Die Schwankung der 
Messwerte betrug maximal +/- 8.7 %. 
3.2.2.4 In vitro - Zytotoxizitätsassay 
Um eine mögliche Modulation der zytostatischen Potenz von ADR durch 
Cyclooxygenase-Inhibitoren in primären Blasten  zu untersuchen, wurden 
analog zu 3.1.2.6 Messungen der Zellvitalität vorgenommen. 
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Die Messung der Zellvitalität an Tag 1, also 48 h nach Zugabe von Meloxicam 
und 24 h nach Zugabe des Zytostatikums, ergab, daß Meloxicam allein keinen 
signifikanten Effekt auf die Zellproliferation hatte (Signifikanzniveau: alle p = 
nicht signifikant; t - Test für ungepaarte Werte). Unter ADR = 0.05 µg/ml 
dagegen zeigten Zellen, die mit 0.1 µM Meloxicam vorinkubiert worden waren 
eine um 10 % niedrigere Vitalität (Signifikanzniveau: *, p<0.05). Unter  
ADR = 0.1 µg/ml war dieser Effekt ebenfalls bei 0.5 µM, Vitalität um 20 % 
vermindert, und 1 µM, Vitalität um 30 % vermindert, zu beobachten 
(Signifikanzniveau: **, p<0.01 für 0.5 µM Meloxicam und *, p<0.05 für 1 µM 
Meloxicam) (gesamte Stichprobe: sd=0.06; se=0.007) (Abb. 35a). An Tag 2 
zeigte Meloxicam allein ebenfalls in keiner Konzentration einen Effekt auf die 
Proliferation (Signifikanzniveau: alle p = nicht signifikant). Bei ADR = 0.05 µg/ml 
war eine signifikante Wirkungsverstärkung des Zytostatikums um 14 % und 24 
% in Anwesenheit von 0.1 µM und 0.5 µM Meloxicam zu beobachten 
(Signifikanzniveau: *, p<0.05 für 0.1 µM; *, p<0.03 für 0,5 µM). Unter ADR = 0.1 
µg/ml war dieser Effekt ebenfalls bei 0.1 µM, 0.5 µM und 1 µM Meloxicam 
signifikant Es zeigte sich eine Verminderung der Zellvitalität um 29 %, 24 % und 
29 % (Signifikanzniveau: **; p<0.002 für 0.1 µM; *, p<0.02 für 0.5 µM; **, 
p<0.002 für 1 µM Meloxicam) (gesamte Stichprobe: sd=0.08; se=0.009) (Abb. 
35b). Meloxicam allein zeigte an Tag 3 wiederum in keiner der eingesetzten 
Konzentrationen einen Effekt auf die Zellproliferation. Unter ADR = 0.05 µg/ml 
konnte eine signifikante Wirkungsverstärkung um jeweils 24 % in Anwesenheit 
von 0.5 µM und 1 µM Meloxicam beobachtet werden (Signifikanzniveau: *; 
p<0.05 für 0.5 µM; *, p<0.02 für 1 µM Meloxicam). Unter ADR = 0.1 µg/ml 
wurde bei keiner Meloxicam - Konzentration eine signifikante Veränderung der 
Proliferation festgestellt (gesamte Stichprobe: sd=0.087; se=0.0097) (Abb. 35c). 
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Abb. 35: MTT - Assay mit  primären AML-Blasten von Patient 13 nach Vorinkubation mit 
Meloxicam in Anwesenheit von Doxorubicin (ADR). Die Zellzahl/Vertiefung betrug 40 000 
Zellen. (A) Messung der Zellvitalität an Tag 1,  also 48 h nach Zugabe von Meloxicam und 24 h 
nach Zugabe des Zytostatikums. (B) Messung der Zellvitalität an Tag 2. (C) Messung der 
Zellvitalität an Tag 3. 
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Abb. 36: ED 50 von ADR in AML-Blasten von Patient 13 nach Vorinkubation mit 
Meloxicam. 
Zur Verdeutlichung der Ergebnisse des MTT – Assays wurden die ED 50 von 
ADR unter Meloxicam als pharmakologischer Parameter berechnet (Abb. 36). 
Besonders nach 24 h ist deutlich erkennbar, dass unter Meloxicam erheblich 
weniger ADR benötigt wird, um eine 50%-ige Verringerung der Zellvitalität zu 
erreichen und zwar unter 0.01 µM Meloxicam 18 %, unter 0.1 µM 35 %, unter 
0.5 µM 23 % und unter 1 µM 39 % weniger ADR. Nach 48 h kommt es zu einer 
Verringerung der ED 50 von ADR um 4 % bis 32 %, nach 72 h um 2 % bis  
12 %. Nach 72 h ist aufgrund der insgesanmt sehr geringen Vitalität kein Effekt 
auf die ED 50 mehr zu erkennen. 
 
3.2.2.5 In vitro - Zytotoxizitätsassay bei gesunden Zellen 
Um zu untersuchen, ob sich der unter 3.2.2.4 beobachtete, 
wirkungsverstärkende Effekt von Meloxicam auf die Behandlung mit ADR auch 
in gesunden Leukozyten beobachten lässt oder ob möglicherweise eine 
Tumorzellselektivität besteht, wurde aus peripherem Vollblut eines gesunden 
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Probanden Lymphozyten und Monozyten wie unter 2.2.7 beschrieben 
gewonnen und ein in vitro - Zytotoxizitätsassay durchgeführt. Die Bedingungen 
und Inkubationszeiten waren gleich denen unter 3.2.2.4, ADR wurde allerdings 
in den Konzentrationen 0,025 µg/ml und 0,1 µg/ml verwendet. 
Messung der Zellvitalität an Tag 1, also 48 h nach Zugabe von Meloxicam und 
24 h nach Zugabe des Zytostatikums: Meloxicam allein hatte in der 
Konzentration 0.01 µM einen leicht proliferationssteigernden Effekt, der 8 % 
betrug(Signifikanzniveau: * p<0.05.; t - Test für ungepaarte Werte). Bei allen 
übrigen Konzentrationen konnte an Tag 1 und bei allen Konzentrationen an den 
weiteren Tagen kein signifikanter Einfluß von Meloxicam beobachtet werden. 
Ebenfalls unter beiden ADR - Konzentrationen (0.025 µg/ml und 0.1 µg/ml) war 
an allen drei Tagen kein signifikanter Effekt von Meloxicam detektierbar. 
(gesamte Stichprobe: sd=0.024-0.038; se=0.003-0.004) 
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Abb. 37: MTT-Assay mit gesunden Monozyten und Lymphozyten nach Vorinkubation mit 
Meloxicam in Anwesenheit von Doxorubicin (ADR). Die Zellzahl/well betrug 20 000. (A) (B) 
(C) 
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Abb. 38: ED 50 von ADR in Lymphozyten und Monozyten eines gesunden Probanden 
nach Vorinkubation mit Meloxicam. 
Zur Verdeutlichung der Ergebnisse des MTT – Assays wurden die ED 50 von 
ADR unter Meloxicam als pharmakologischer Parameter berechnet (Abb. 38).  
An Tag 1 und 2 scheinen sich die ED 50 von ADR bei einigen Meloxicam – 
Konzentrationen zu verringern, die Auswertung des MTT – Assays zeigte 
jedoch, dass keine signifikante Wirkungsverstärkung von ADR durch Meloxicam 
gegeben war. Insgesamt ist auch bei der ED 50 – Darstellung keine eindeutige 
Tendenz zu erkennen. 
3.2.2.6 In vitro Zytotoxizitätsassay in CD 34+ Stammzellen 
Um zu untersuchen, ob sich der beobachtete wirkungsverstärkende Effekt des 
Meloxicam auf die Behandlung mit ADR auch in gesunden Stammzellen 
beobachten lässt, wurde aus peripherem Vollblut mehrerer gesunder 
Probanden  CD 34+ Stammzellen gewonnen und ein in vitro - 
Zytotoxizitätsassay durchgeführt. Die Bedingungen und Inkubationszeiten 
entsprachen denen unter 3.2.2.4. 
An Tag 1 hatte Meloxicam allein in den Konzentrationen 0.01 µM und 0.5 µM 
einen proliferationssteigernden Effekt auf CD 34+ Stammzellen, der 25 % und 
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50 % betrug. (Signifikanzniveau: *, p<0.05 für 0.01 µM; **, p<0.01 für 0.5 µM; t - 
Test für ungepaarte Werte). Bei allen übrigen Konzentrationen konnte an Tag 1 
und an den weiteren Tagen bei allen Konzentrationen kein signifikanter Einfluß 
von Meloxicam beobachtet werden. Ebenfalls unter beiden ADR-
Konzentrationen (0.025 µg/ml und 0.1 µg/ml) war an allen drei Tagen kein 
signifikanter Effekt von Meloxicam festzustellen. (gesamte Stichprobe: 
sd=0.008-0.017; se=0.001) 
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Abb. 39: MTT - Assay mit CD 34+ Stammzellen nach Vorinkubation mit Meloxicam in 
Anwesenheit von Doxorubicin (ADR). 
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4 Diskussion 
4.1 MDR1 – und COX-2 – mRNA – Expression 
In beiden untersuchten Neuroblastomzelllinien SHEP und IMR5 war im 
Northern Blot in Relation zu GIMEN - Zellen, deren MDR1 – und COX-2 – 
mRNA – Expression gleich 100 % gesetzt wurde, sowohl eine erhöhte MDR1 – 
als auch eine erhöhte COX-2 – mRNA – Expression nachweisbar, wobei IMR5 
die höheren Werte zeigte. Dies stand im Einklang mit der höheren Pgp – 
Expression und der erhöhten Transportaktivität, gemessen als Rho 123 – 
Efflux, also ausgeprägteres Resistenzverhalten von IMR5 im Gegensatz zu 
SHEP. 
Die unbehandelten HL-60 Zellen zeigten eine eher geringe relative MDR1 – 
mRNA - und COX-2 – mRNA - Expression. 
Unter Einwirkung von Meloxicam nahm die COX-2 – mRNA – Expression 
deutlich dosisabhängig ab, was dafür spricht, dass Meloxicam nicht allein eine 
hemmende Wirkung auf die Enzymfunktion ausübt, sondern bereits Einfluß auf 
die Transkription bzw. Translation von COX - 2 hat. ENGELHARDT et al. 
zeigten 1996 in vitro in Macrophagen, dass Meloxicam im Gegensatz zu 
anderen NSAIDs effektiver ist, wenn es bereits vor oder während der COX-2 - 
Induktionsphase statt nach der COX-2 - Induktion verabreicht wird. Dies ist 
ebenfalls ein Hinweis darauf, dass Meloxicam nicht nur die Enzymaktivität 
hemmt, sondern bereits die Induktion des Enzymsystems inhibieren kann (113).  
 
In allen Patientenproben konnte eine Coexpression von MDR1 – und COX-2 – 
mRNA nachgewiesen werden. Eine erhöhte MDR1 – Expression und – 
Funktion ist ein bekannter negativ prognostischer Faktor für das 
Therapieergebnis bei AML – Patienten (294,345,391). Ebenfalls eine hohe COX-2 – 
Expression gilt als Risikofaktor für die Karzinogenese (s.a. 1.4), in vielen 
Tumoren bzw. malignen Zellen findet sich eine erhöhte COX-2 – Expression 
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(65,109,116). GILES et al. zeigten eine signifikante Assoziation von erhöhter COX-2 
– Expression in Knochenmarkszellen und kürzerer Überlebensdauer bei CML 
(Chronische myeloische Leukämie) – Patienten (142). TNF-α, ein Zytokin mit 
Peptidstruktur und starker Induktor der COX-2 - Transkription (Abb. 2) steigert 
in vitro die Proliferation und Vitalität von leukämischen Lymphozyten (98). Es 
wurde bei der CLL (Chronische lymphatische Leukämie) in Patientenproben im 
Gegensatz zur gesunden Kontrolle vermehrt nachgewiesen, und die TNF-α – 
Konzentration korrelierte negativ mit der Überlebensdauer der Patienten (120). In 
Rattenhepatozyten wurde durch TNF-α eine starke mdr1b – Induktion 
nachgewiesen (174). 
In dem hier untersuchten Patientenkollektiv konnte in allen Fällen eine 
Koexpression von MDR1 und COX-2 nachgewiesen werden, und eine relativ 
höhere COX-2 – Expression scheint positiv mit einem schlechten Outcome zu 
korrelieren. 
Allerdings handelt es sich um eine relativ kleine und wegen der verschiedenen 
FAB-Typen heterogene Stichprobe, so dass hierüber aus statistischer Sicht 
keine gesicherten Aussagen gemacht werden dürfen. 
 
4.2 Pgp – Expression und Rho 123 – Efflux in 
Patientenproben 
Von den 33 Proben waren 16 Pgp-positiv und 17 –negativ, Efflux war in allen 
Proben nachweisbar, wenn auch bei drei Proben in nur geringem Maße. 
Zwischen Pgp – Expression und Rho 123 – Efflux bestand keine Korrelation. 
Bei fehlender Pgp – Expression muß also ein anderer Mechanismus für den 
Efflux verantwortlich sein. Unterschiede in den verschiedenen Subtypen der 
AML konnten in dieser Untersuchung nicht nachgewiesen werden, 
möglicherweise auch durch die kleine Patientenzahl bedingt. 
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Abb. 40: Pgp – Expression und Rho 123 – Efflux in primären Blasten verschiedener AML-
FAB-Subtypen. 
 
ZWAAN et al. zeigten, dass der Subtyp M5 nach Inkubation wesentlich höhere 
Zytostatika-Sensitivität aufweist als die Typen M1, M2 und M4 (465). Diese 
Beobachtung deckt sich nicht mit vorliegender Untersuchung, da es sich hier 
um unbehandelte Zellen handelte. 
In allen Proben wurde der Effekt von Verapamil auf die Pgp – Funktion 
untersucht. Bei 7 der Proben war eine Verstärkung, bei 11 Proben kein Einfluß 
auf den Efflux festzustellen. Bei 15 der Proben wurde der Efflux um 2,5% bis 
95% vermindert (s.a. 3.2.1.2, Abb. 33).  
Offensichtlich ist die in HL-60 beobachtete Hemmung der Pgp – Funktion 
abhängig von einer vorhergehenden Induktion durch ein Anthracyclin, da in 
unbehandelten Zellen kein oder nur eine sehr geringer Verapamil – Effekt 
auftrat. Die primären Blasten wurden zum größten Teil bei Diagnosestellung 
untersucht, so dass noch keine MDR1-Induktion durch ein Zytostatikum erfolgt 
war. Dass Verapamil in einigen Proben, die Pgp-negativ waren, trotzdem einen 
Effekt hatte, könnte darauf hindeuten, dass auch andere Transporter wie das 
MRP1 durch Verapamil gehemmt werden können wie BINASCHI et al. und ABE 
et al. nachwiesen (1,34). Eine Induktion des Efflux bzw. eine Verzögerung des 
FAB - TYP
ANZAHL 
PATIENTEN
PROBEN 
PGP >5% 
(positiv)
PROBEN 
PGP <5% 
(negativ)
PROBEN 
EFFLUX >30%
PROBEN 
EFFLUX <30%
M0 2 1 1 1 1
M1 5 5 1 4 2
M2 7 2 5 6 1
M3 1 0 1 1 0
M4 3 2 2 1 3
M4eo 2 2 0 1 1
M5 6 3 3 4 2
M6 1 0 1 1 0
M7 1 1 0 1 0
biphänotypisch 3 1 2 1 2
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Uptake durch Verapamil wurde in ähnlicher Form von HIRSCH-ERNST et al. 
(175) beobachtet und zwar insbesondere bei Zellen mit niedriger Pgp – 
Expression. Möglicherweise entsteht dieser paradoxe Effekt dadurch, dass nur 
wenig des eingesetzten Verapamil an Pgp gebunden wird und im Sinne der 
Hormesis (s.a. 4.5.1) eine Induktion des Transporters erzeugt. In den 
untersuchten Patientenproben erfolgte eine Steigerung des Efflux vornehmlich 
in Pgp-negativen Proben bzw. in solchen mit geringer Expression. 
HERZOG et al (168) zeigten in einer humanen Colonkarzinom-Zellinie und ihren 
resistenten Sublinien, dass Pgp-Inhibitoren wie Verapamil, aber auch Nifedipin 
oder Ciclosporin A sowohl MDR1-mRNA – und Pgp – Expression induzieren 
können. 
NORGAARD et al. (294) kommen zu dem Schluß, daß in vitro – Resistenz von 
leukämischen Zellen zum Zeitpunkt der Diagnosestellung unabhängig von einer 
prognostischen Signifikanz bezüglich Kurz- und Langzeitergebnis bei der AML 
zu sein scheint. 
Zur Bestimmung des Resistenzstatus bzw. um bessere prognostische 
Aussagen bezüglich des Therapieansprechens zu treffen, ist es also 
möglicherweise sinnvoller, Patientenblasten bei Diagnosestellung in vitro unter 
Zytostatikaeinfluß zu untersuchen, um so die funktionelle Reaktionsfähigkeit zu 
bestimmen. 
4.3 Induktion von Pgp – Expression und Rho 123 – Efflux 
durch Doxorubicin 
Die Inkubation mit dem Anthracyclin Doxorubicin verursachte eine extreme 
Hochregulation der basal geringen Pgp – Expression in HL-60. Ebenfalls der 
Rho 123 – Efflux wurde deutlich induziert. Diese Beobachtung steht im Einklang 
mit der Tatsache, dass Anthracycline als starke Induktoren der MDR1 – 
Expression und - Aktivität gelten (2,44,117,181,179,180,255,350,351,371,466). 
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In den primären Blasten des Patienten 13 war unter Doxorubicin eine derartige 
Hochregulation der Pgp – Expression nicht zu beobachten, allerdings kam es 
zu einer Steigerung des Rho 123 – Efflux im Vergleich zur unbehandelten 
Kontrolle. 
4.4 Induktion der Prostaglandin E2 – Freisetzung durch 
Doxorubicin 
Neben der Zytostase durch die Störung der Matrizenfunktion der DNA, 
bewirken Anthracycline im Rahmen ihrer Metabolisierung durch Ausbildung von 
Semichinonradikalen und reaktiver Sauerstoffspezies zytotoxischen Stress (25). 
Im ersten Schritt der enzymatischen Reduktion von Doxorubicin kommt es zu 
einer Cytochrom P 450 abhängigen Reduktion, die in der Mikrosomenfraktion 
von Leberzellen stattfindet, und zur Bildung von reaktiven Semichinon – 
Radikalen. Durch deren weitere Metabolisierung können einerseits Metaboliten 
entstehen, die native DNS alkylieren können, andererseits kann in Gegenwart 
von Sauerstoff das Semichinon – Radikal wieder zum Chinon oxidiert werden, 
wobei es zur Bildung des Ausgangsproduktes Doxorubicin und eines 
Peroxidanions (O2 -) kommt. Das Peroxidanion kann nun zu Wasserstoffperoxid 
und Sauerstoff reagieren (I). 
I: 2 O2 - + 2 H+ Æ H2O2 + O2 
Ebenfalls kann das Peroxidanion mit Wasserstoffperoxid Hydroxyradikale (OH*) 
und OH- - Anionen bilden (II). 
II: O2 - + H2O2 Æ OH* + OH- + O2 
Sowohl Wasserstoffperoxid und Hydroxyradikale sind stark zytotoxisch 
wirksame Agenzien, die in der Lage sind, Zellen zu zerstören bzw. oxidativen 
Stress auszulösen.  
Das System, welches einer Induktion durch diesen zytotoxischen Stress 
unterliegt, ist die Cyclooxygenase – 2. Zahlreiche Studien zeigen, dass die  
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COX –2 in vielen Tumoren überexprimiert wird (s.a. 1.4) und COX-2 – Produkte 
wie das PGE2 fördernd in die Karzinogenese involviert sind 
(90,132,187,207,270,284,388,402). ZIEMANN et al. zeigten bereits, dass oxidativer Stress 
und die COX – 2 eine Rolle bei der intrinsichen Überexpression der mdr1b - 
Isoform in Rattenhepatozyten spielen (462,463). 
Die Vermutung, dass es somit unter Doxorubicin zu einer Aktivierung des 
Arachidonsäurestoffwechsels kommen könnte, wurde sowohl im Fall der  
HL-60 – Zelllinie als auch bei den untersuchten primären Blasten bestätigt. Die 
PGE2 – Freisetzung als Maß für die COX-2 – Enzymaktivität stieg jeweils um 
ein Vielfaches an. 
4.5 Modulierung des Resistenzverhaltens  
Die Ergebnisse unter 3.1.2.2 und 3.2.2.3 sprechen dafür, dass eine vermehrte 
PGE2 – Freisetzung unter Doxorubicin an der MDR1 – Induktion beteiligt ist und 
diese somit durch den Einsatz eines COX – Inhibitors modulierbar sein sollte. 
4.5.1 Pgp – Expression und – Transportaktivität 
Diese These findet Bestätigung in den Ergebnissen unter 3.1.2.3 und 3.1.2.4 in 
HL-60-Zellen. Die Vorinkubation mit dem COX-2 – präferentiellen Inhibitor 
Meloxicam bewirkte eine Meloxicamdosis-abhängige Abschwächung der 
Hochregulation der Pgp – Expression und des Rho 123 – Efflux unter ADR. 
Dies könnte darin begründet sein, daß eine COX-2 – Induktion und somit eine 
COX-2 – Produkt – vermittelte MDR1-Induktion vermindert ist. Zudem zeigte 
Meloxicam allein keine Wirkung auf Pgp – Expression und Rho 123 – Efflux, 
was ebenfalls für einen mittelbaren Einfluß im Zusammenhang mit Anthracyclin 
– Exposition spricht. 
Auch in den primären Blasten des Patienten 13 konnte oben beschriebener 
Effekt nachgewiesen werden, allerdings war dieser nicht so ausgeprägt wie in 
der Zelllinie. Möglicherweise liegt dies an der höheren Empfindlichkeit und 
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höherem Anspruch primärer Zellen an die Kulturbedingungen. Um Störgrößen 
zu minimieren, wurde ausschließlich FCS als Zusatz zum Kulturmedium 
verwendet, so dass die Kulturbedingungen u. U. nicht optimal waren.  
Sowohl Pgp – Expression als auch Rho 123 – Efflux waren unter  
Meloxicam / ADR geringer als unter ADR alleine.  
Interessant ist, dass der Effekt des Meloxicam bei höheren Konzentrationen 
sowohl in HL-60 als auch beim Patienten aufgehoben bzw. Pgp – Expressison 
und Rho 123 – Efflux eher zu induzieren scheint.  
Einen Erklärungsansatz könnte das Phänomen der Hormesis darstellen. 
Hormesis, ein Phänomen der Dosis-Wirkungs-Beziehung, welches durch 
Niedrigdosis-Stimulation und Hochdosis-Inhibition, also einen biphasichen 
Dosis-Wirkungs-Beziehungs-Verlauf, gekennzeichnet ist, scheint zahlreichen 
Untersuchungen zu Folge weitgehend unabhängig von der Art des chemischen 
bzw. physiologischen Agens oder des biologischen Modells und spielt im 
Besonderen für die toxikologische Einschätzung von Xenobiotika eine Rolle. Zu 
den Rezeptorsystemen, die einen biphasischen Verlauf der Dosis-Wirkungs-
Beziehung zeigen, gehören die Prostaglandine und ebenfalls der COX-2 – 
Induktor TNF α, d.h. wird eine bestimmte Konzentration überschritten, kehrt sich 
der pharmakologische Effekt um (49). Die stark ausgeprägte Übertragbarkeit des 
hormetischen Prinzips findet Ausdruck darin, dass ebenfalls im Bereich der 
experimentellen Psychologie z.B. bezüglich endogener Corticosteron-
Auschüttung, der Pflanzenbiologie z.B. bezüglich der Wirkung von Herbiziden, 
welche in geringer Dosierung das Pflanzenwachstum fördern können, und der 
Chemotherapie und dem Einsatz von Substanzgruppen wie Antibiotika, 
Antitumorsubstanzen und Antiangiogenetika, welche in geringer Dosierung 
aktivierend auf das Wachstum von Viren, Bakterien, Pilzen und Tumoren wirken 
können, biphasische Wirkungskurven zeigen. Die Beobachtung hormetischer 
Effekte von Chemotherapeutika spielen eine Rolle für die Peptidbiologie und 
deren Verbindung zum humanen Genom, da ebenfalls für viele Peptide 
Hormesis-ähnliche biphasische Dosis-Wirkungs-Beziehungen bestehen (49). 
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Für Meloxicam bedeutet der beobachtete Effekt, dass über eine gehemmte 
COX - Transkription und – Funktion mittelbar die MDR1 – Expression und – 
Funktionalität moduliert zu werden scheint, nur bis zu einer bestimmten 
Konzentration beobachtet werden kann und bei weiterer Dosiserhöhung MDR1 
induziert wird, sich der pharmakologische Effekt also umkehrt. 
Eine mögliche Erklärung hierfür liegt in einer eventuellen Aktivierung des 
Kernfaktors κB (NF κB). Während niedrige Dosen von NSAIDs NF κB inhibieren 
können (398), wird für höhere Dosen einiger NSAIDs angenommen, dass sie 
unabhängig von der COX – Enzymhemmung Einfluß auf die Gentranskription 
haben (290). Hierauf wird ebenfalls unter 4.6.1 im Zusammenhang mit Celecoxib 
eingegangen. 
4.5.2 Steigerung der Effektivität von Doxorubicin durch 
Meloxicam 
Die Ergebnisse der MTT – Assays von SHEP, HL-60 und primären Blasten 
zeigen deutlich, dass sich die Abschwächung der Resistenzausprägung mittels 
Verminderung der Hochregulation von Pgp – Expression und Rho 123 – Efflux 
durch Vorinkubation mit Meloxicam günstig auf die Effektivität des 
Zytostatikums Doxorubicin auswirkt. Die effektive Dosis, ED 50, von 
Doxorubicin, bei der es nach 24-, 48- bzw. 72-stündiger zu einer 50%-igen 
Verringerung der Zellvitalität kommt war sowohl bei SHEP als auch in HL-60 
ausgeprägt und ebenfalls in primären Blasten durch Meloxicam dosisabhängig 
vermindert. Das heißt, man würde zum Erreichen desselben zytotoxischen 
Effektes erheblich weniger Doxorubicin benötigen. 
4.5.3 Antagonisierung des Effektes von Meloxicam durch 
Prostaglandin E2  
Der wirkungsverstärkenden Effekt von Meloxicam auf die Zytotoxizität von 
Doxorubicin in HL-60 – Zellen ließ sich teilweise durch die gleichzeitige Gabe 
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von COX – Inhibitor und dem COX – Produkt PGE2 24 h vor Doxorubicingabe 
aufheben. Dies war besonders bei den niedrigen Meloxicam – Konzentrationen 
nachweisbar und spricht ebenfalls für eine COX – Abhängigkeit des 
wirkungsverstärkenden Effektes und für eine Rolle von PGE2 als Modulator von 
COX-2 / MDR1. 
4.5.4 Apoptose – Assay 
Viele COX – Inhibitoren können in bestimmter Konzentration den Prozess der 
Apoptose induzieren. Dies sind Substanzen wie Indomethacin, Meloxicam, 
Celecoxib, Rofecoxib, Sulindac, NS398 und Nimesulid (41,67,105,132,211,449,460). 
Dieser möglicherweise zur MDR-Verminderung additive Effekt konnte durch das 
Apoptoseassay in HL-60 – Zellen ausgeschlossen werden. Meloxicam hatte in 
keiner der verwandten Konzentrationen Apoptose-auslösende Wirkung, was für 
eine allein regulative, mittelbare Einflußnahme im Bezug auf MDR1 spricht. 
4.5.5 Abschätzung der Toxizität durch Untersuchung gesunder 
Lymphozyten und CD 34+ Stammzellen 
Eine Steigerung der zytostatischen Wirkung durch Abschwächung der Pgp – 
Funktion und – Transportaktivität kann auch in gesunden Zellen eine erhöhte 
Toxizität bewirken (s.a. 1.2.5) (61,60,394) 
Die Ergebnisse des MTT – Assays gesunder Lymphozyten und Monozyten, 
welche keine Wirkungsverstärkung von ADR durch Meloxicam zeigen, 
sprechen dafür, dass der beobachtete Effekt möglicherweise größtenteils auf 
maligne Zellen mit Neigung zur Resistenzausprägung und relativ hoher COX – 
2 – Expression bzw. hoher Induktionsfähigkeit des Enzyms gerichtet sein 
könnte. Meloxicam scheint hier sogar eine eher leicht protektive Wirkung zu 
haben. 
4 Diskussion  122 
Ebenfalls der Versuch mit CD 34+ Stammzellen zeigte keinen 
wirkungsverstärkenden Effekt von Meloxicam auf ADR. 
Allerdings muß beachtet werden, dass ADR allein hier eine nur geringe Wirkung 
hat, da das Zytostatikum seine Wirkung in teilungsaktiven Zellen entfaltet und 
die Stammzellen eine eher geringe Teilungsrate besitzen. 
Ein Risikofaktor bei dem gemeinsamen Einsatz von Doxorubicin und COX-2 – 
Inhibitoren ist das kardiotoxische Profil der Anthracycline. Dies wird in die 
Kategorien (I) eine subakute, innerhalb der ersten Woche nach Applikation 
auftretende Symptomatik, (II) eine nach Monaten auftretende chronische 
kongestive Kardiomyopathie mit den Symptomen einer Herzinsuffizienz und (III) 
eine sehr spät auftretende Kardiotoxizität, die meist erst ein Jahr oder später 
nach Abschluss der Anthracyclin-haltigen Chemotherapie zu beobachten ist, 
eingeteilt (13,150,354,381). Obschon verschiedene Pathomechanismen für die 
Entstehung einer chronischen Anthracyclin – induzierten Kardiotoxizität 
diskutiert werden, gilt es als sehr wahrscheinlich, dass der Entstehung von 
reaktiven freien Radikalen in den Mitochondrien die größte Bedeutung 
zukommt. Wie schon unter 4.4 beschrieben, kommt es unter Einfluß der  
CYP 450 – Reduktase auf das Anthracyclin zur Bildung eines instabilen 
Semichinons und im Folgenden zur Bildung von reaktiver Sauerstoffspezies 
und oxidativem Streß. Die Zahl der durch relativem Mangel an Katalase bzw. 
Superdismutase besonders empfindlich reagierenden Myozyten reduziert sich 
unter allmählicher Ausbildung einer Kardiomyopathie (140). 
Eine Inhibition der Cyclooxygenase - 2 kann zu einer noch gesteigerten 
Kardiotoxizität von Anthracyclinen führen, untersucht in Rattenkardiomyozyten 
(101). Wie auch unter 3.1.2.2 und 3.2.2.3 beobachtet induzierte Doxorubicin die 
COX-2 – Aktivität in den Zellen, was zu einer gesteigerten Prostaglandin- und 
Prostacyclin-Freisetzung führte. Wurde die COX-2 spezifisch gehemmt, kam es 
zu gesteigerter Zelltodrate der Kardiomyozyten. Durch den Einsatz des 
Prostacyclin – Analogons Iloprost wurde dieser Effekt aufgehoben (6).  
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4.6 Cyclooxygenase - unabhängige Effekte von 
Cyclooxygenase – Inhibitoren; Rolle von 
Transkriptionfaktoren 
Wie schon unter 1.4.2 ausgeführt, zeigen verschiedene NSAIDs protektive 
Wirkung gegenüber malignen Erkrankungen z.B. Colon-Karzinom (107,321,326), 
aber auch kardiovasculäre Erkrankungen. Der selektive COX-2 – Inhibitor 
Celecoxib wurde von der FDA (Food and Drug Administration), der für das 
Lebens- und Arzneimittelwesen zuständigen Behörde der USA, zur Prävention 
von Colon-Karzinomen bei Patienten mit familiärer Polyposis coli zugelassen, 
welche eine erbliche Erkrankung auf Grund des Fehlens des APC–Tumor-
Suppressorgenes ist und häufig die Entwicklung einer Colon-Karzinoms zur 
Folge hat. Möglicherweise helfen NSAIDs auch, den Ausbruch der Alzheimer-
Krankheit zu verhindern oder zu verzögern (129,307).  
Es ist weitgehend akzeptiert, dass die antiinflammatorische und analgetische 
Wirkung von NSAIDs hauptsächlich auf der Hemmung der enzymatischen 
Aktivität der Cyclooxygenasen beruht. Die COX-2 agiert als „immediate early 
gene“ (106) und ist somit Gegenstand schneller Regulation bzw. Induktion unter 
pathophysiologischen Bedingungen auf transkriptioneller Ebene. Wie unter 
1.3.2 ausführlicher beschrieben, kommt es so zur exzessiven Produktion von 
Prostaglandinen, welche Nocizeptoren sensibilisieren und die Freisetzung 
weiterer Entzündungsmediatoren stimulieren. Sie tragen ebenfalls zum 
Tumorwachstum durch die Inhibition der Apoptose (362) und durch die Induktion 
der Bildung neuer Blutgefäße, welche die Versorgung und Wachstum der 
Tumorzellen gewährleisten (268,412). Dies Phänomen erklärt teilweise die 
Antitumorwirkung bestimmter NSAIDs. Es gibt jedoch auch Hinweise darauf, 
dass NSAIDs ebenfalls in der Lage sind, Cyclooxygenase-unabhängige 
Signaltransduktionswege zu modulieren, welche sowohl für die 
antiinflammatorische als auch die Antitumorwirkung dieser Substanzen eine 
Rolle spielen (272,364,458). Beispielsweise ist die Acetylsalicylsäuredosis, welche 
zur Behandlung chronisch entzündlicher Erkrankungen benötigt wird, um ein 
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Vielfaches höher als diejenige, die für die Inhibition der Prostaglandinsynthese 
notwendig ist. Während Acetylsalicylsäure die COX-Aktivität durch Acetylierung 
hemmt, ist die reine Salicylsäure zwar in therapeutischen Dosen nicht wirksam 
als COX- Inhibitor, jedoch ist sie in der Lage, Entzündungsaktivität zu 
reduzieren (14,68,317). R-flurbiprofen, welches im Bezug auf die COX-Hemmung 
als nicht aktives Enantiomer von S-flurbiprofen eingeordnet wurde, reduzierte in 
Studien von TEGEDER et al. und GEISSLINGER et al. Entzündungsaktivität 
(397), Hyperalgesie (135), und durch Nocizeption induzierte Freisetzung von PGE2 
im Rückenmark (136). Zudem wurde für R-flurbiprofen eine Reduktion der 
Tumorbildung und -progession in APCMin/+ und TRAMP Mäusen, welche in vivo 
Modelle für Colon- und Prostatakarzinom darstellen (433,434).  
Es ist zu beachten, dass Mechanismen wie die Inhibition der Progression des 
Zellzyklus (143,364), Apoptoseinduktion (22,141,355) und Inhibition der Angiogenese 
(200,414), welche zur Antitumorwirkung von NSAIDs beitragen, erst in hohen 
Wirkstoffkonzentrationen, 100- bis 1000-fach höher als die, welche zur 
Inhibition der Prostaglandinsynthese erforderlich waren, beobachtet wurden.  
Des Weiteren spricht für einen z.T. Cyclooxygenase-unabhängigen 
Wirkmechanismus die Tatsache, dass NSAIDs auch in Zelllinien, in denen 
keine COX – Expression nachgewiesen werden kann, Tumorbildung und –
wachstum inhibieren (160,458). 
Diese Effekte werden vermutlich durch eine Inhibition bestimmter 
Transkriptionsfaktoren wie NF κB (Nuclear Factor κB) und AP-1 (Activator 
Protein 1) vermittelt. Die NSAIDs interferieren möglicherweise direkt mit den 
Transkriptionsfaktoren, wahrscheinlich wird ihr Effekt jedoch über die 
Modulation der Aktivität von zellulären Kinasen wie IKKβ (Inhibitor Kinase 
Komplex), Erk (Extracellular Signal-regulated Kinase), p38 MAPK (Mitogen-
activated Kinase) oder Cdks (Cyclin dependent Kinase). Dieser Weg der 
Signaltransduktion wird nicht von allen NSAIDs in gleicher Weise beschritten. 
So ist Indomethacin nicht in der Lage, NF κB, AP-1, Erk oder Cdk zu hemmen. 
Jedoch konnte Indomethacin den PPARγ (Peroxisome Proliferator-Activated 
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Receptor) aktivieren, welcher von Natriumsalicylat und Acetylsalicylsäure 
unbeeinflusst blieb (398).  
Die Komplexizität dieses Netzwerkes erfordert weitere Aufklärung der genauen 
Wirkmechanismen. 
4.6.1 Kernfaktor NF κB 
Eine Schlüsselrolle scheint jedoch der Kernfaktor NF κB einzunehmen. NF κB 
reguliert die Expression proinflammatorischer Enzyme, Zytokine, Chemokine, 
Immunorezeptoren und Zelladhäsionsmolekülen und wird oft als zentraler 
Mediator der Immunantwort bezeichnet (19,304). KOPP et al. und BAYON et al. 
beschrieben eine Inhibition von NF κB durch Salicylate und Triflusal (26,225).  
NF κB konnte ebenfalls durch R- und in geringerem Maße durch S-flurbiprofen 
gehemmt werden, was mit einer verminderten NF κB - abhängigen 
Gentranskription einher ging (397). 
Die Funktion von NF κB beim Entzündungsgeschehen schliesst die Regulation 
von Immunzelldifferenzierung und – überleben ein. So hängt die Reifung 
dendritischer Zellen z.T. von der Aktivierung von NF κB ab (329,359). Nur reife 
Zellen sind in der Lage eine Immunantwort zu initiieren, z.B. die Proliferation 
von T-Zellen. Salicylate scheinen den Reifungs- bzw. Differenzierungsprozess 
in vitro zu inhibieren und zwar unabhängig von der Prostaglandinsynthese (269). 
NF κB stellt ebenfalls einen Regulator der Stressantwort der Zelle dar. Er hat 
die Funktion als Regulator der Apoptose – als Induktor oder aber häufiger als 
Inhibitor. In vielen humanen malignen Zellen ist NF κB aktiv (324). Die 
persistiernde Aktivierung von NF κB macht diese Zellen widerstandsfähiger 
gegen Chemo- oder Strahlentherapie (254,305) oder andere Apoptose-
induzierende Reagenzien. Salicylat-vermittelte Inhibition von NF κB scheint die 
Sensitivität dieser Krebszellen gegen Apoptose-induzierende Therapie wieder 
herzustellen (273) und somit zur Antitumorwirkung von Salicylaten beizutragen. 
NF κB – Aktivität ist für die onkogene Transformation durch ras und raf 
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erforderlich (16,271). Eine Hemmung des Wachstums von v-ras transformierten 
Fibroblasten durch Salicylate war ebenfalls unabhängig von der 
Prostaglandinsynthese (256). In Darmepithelzellen der Ratte führte ras-induzierte 
Transformation zu einer Hochregulation der COX-2, welche in über 80% 
colorektaler Karzinome überexprimiert wird und an der Kanzerogenese 
teilzuhaben scheint. 
Celecoxib, ein COX-2-selektiver Inhibitor, ist in der Lage, die 
Colonkarzinogenese in Tieren und Menschen zu reduzieren (195,325,380). 
Abgesehen von seiner COX-2-Selektivität unterscheidet sich Celecoxib 
chemisch von anderen NSAIDS, da es keine azide Verbindung ist. Im 
Gegensatz zu anderen NSAIDs aktiviert es NF κB und NF κB - abhängige 
Gentranskription (290), was dafür spricht, dass seine Cyclooxygenase-
unabhängigen Effekte sich ebenfalls von denen nicht-selektiver Substanzen 
unterscheiden. NF κB - Aktivierung durch hohe Konzentrationen von Celecoxib 
führte zu einem kompletten Verlust der antiinflammatorischen Wirkung (290). 
Inwieweit es sich hier um ein für Celecoxib spezifisches Phänomen handelt, ist 
nicht hinreichend geklärt. Wie unter 4.5.1 erläutert, hat eine erhöhte Dosierung 
von Meloxicam ebenfalls einen gegenteiligen Effekt bezogen auf die MDR-
Verminderung. Möglicherweise lässt sich dies auf einen ähnlichen 
Mechanismus zurückführen. 
NF κB ist eine wichtige Komponente bei der MDR1-Gen – Expression in 
Krebszellen und somit der Multidrug Resistance. THEVENOUD et al. zeigten, 
dass eine Hochregulation des Pgp via NF κB – Aktivierung verläuft und 
Nierenzellen des proximalen Tubulus vor durch Cadmium und reaktive 
Sauerstoffspezies induzierter Apoptose schützt (399). BENTIRES-ALJ et al. 
identifizierten in diesem Zusammenhang eine NF κB Bindungsstelle im ersten 
Intron des humanen MDR1 - Genes und zeigten, dass NF κB-Komplexe hier in 
der Tat an das Intron binden und NF κB ein MDR1-Promotor-Luciferase-
Konstrukt transaktiviert. Eine Inhibition von NF κB führte dagegen zu einer 
verminderten MDR1-mRNA – und Pgp – Expression in den untersuchten 
HCT15 (Human Colon Carcinoma) Zellen (32). 
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Ein weiterer Erklärungsansatz für eine mögliche transkriptionelle Regulation der 
COX-2 - Gen – Expression durch NSAIDs stammt von YUAN et al. (453). Ihren 
Ergebnissen zur Folge ist  
• sPLA2IB (Pancreatic Secretory Phospholipase A2) gesteuerte COX-2-
Expression vermittelt über den Transkriptionsfaktor C/EBPβ 
(CCAAT/enhancer Binding Protein β) 
• potenzieren NSAIDs zwar die Stimulation von COX-2 – Expression durch 
sPLA2IB 
• unterdrücken jedoch die Expression von cPLA2 (cytosolic PLA2) mRNA 
und entziehen somit dem Enzym sein Substrat, die Arachidonsäure, zur 
Prostaglandinproduktion. 
Arachidonsäure und Prostaglandine regulieren vielfältige Vorgänge z.B. 
bezüglich Motilität und Invasivität, welche in den meisten malignen Zellen einer 
Dysregulation unterliegen und haben Einfluß auf die Zelldifferenzierung. Ein 
weiterer Mechanismus der Antitumorwirkung von NSAIDs scheint also die 
Suppression der cPLA2 mRNA zu sein. 
4.6.2 Phospholipase C 
ASBOTH et al. (17) zeigten, dass PGE2 in myometrialen Zellen die  
Phospholipase C (PLC) aktiviert. Wäre dies auch in anderen Geweben, z.B. 
Blasten der Fall, so könnte eine Aktivierung von Phospholipase C die 
Expression von MDR1 induzieren wie YANG et al.  (450) in NIH 3T3, einer 
Fibroblasten-Zelllinie der Maus, nachweisen konnten. CHAUDARY et al. (58) 
zeigten, daß die Aktivierung von Phosphokinase C (PKC) durch das 
Diacylglycerolanalogon 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetat MDR1 – mRNA- 
und Pgp-Expression induziert. Hitzeschock (69), UV-Bestrahlung (182), bestimmte 
Chemotherapeutika (59), Schwermetalle (69), Hormone (10), Onkogene und 
Tumorsuppressorgene (70) und Wachstumsfaktoren wie Epidermal Growth 
Factor (EGF) (336) sind bekannte Induktoren der MDR1 – Expression. Jedoch ist 
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nicht hinreichend geklärt auf welchem Weg die MDR1 - Aktivierung erfolgt. 
Einige Stimuli, welche die MDR1 - Expression erhöhen, werden über 
Signaltransduktionswege, welche durch PLC initiiert werden, vermittelt. 
Aktivierung von PLC ist einer der am meisten vorkommenden 
transmembranären Signaltransduktionsmechanismen mit einer breiten Auswahl 
an extrazellulären Liganden (320). PLC produziert zwei Secondmessenger durch 
Katalysation der Umsetzung von Phosphatidylinositol 4,5-biphosphat zu 
Ins(1,4,5)P3 und Diacylglycerol. Ins(1,4,5)P3 stimuliert die Freisetzung von Ca2+ 
aus intrazellulären Speichern, und Diacylglycerol aktiviert PKC. PLC ist in die 
Regulation vieler zellulären Aktivitäten wie Zellwachstum und –transformation 
einbezogen (288). Zudem ist die Aktivität von PLC in vielen humanen Tumoren 
erhöht (293). Dies alles zeigt eine regulative Beteiligung an der MDR1 - 
Expression und könnte ebenfalls für eine Verknüpfung mit der PGE2 – 
Produktion sprechen (Abb.40). 
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Cyclooxygenase
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Abb. 40: Möglicher Zusammenhang zwischen PGE2 – Freisetzung und MDR1 – Induktion 
über Phospholipase C. 
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ZIEMANN et al. zeigten an primären Rattenhepatozyten, dass eine 
Cyclooxygenase-2 – abhängige PGE2 – Freisetzung zur intrinsischen mdr1b – 
Überexpression beiträgt und untersuchten, über welchen bzw. über welche 
Signaltransduktionsweg/e eine PGE2 – abhängige Regulation der mdr1b – 
Expression erfolgt (461).  
PGE2 – Effekte werden über sogenannte EP-Rezeptoren vom Typ 1-4 
vermittelt. Während EP1-Rezeptoren über eine Aktivierung der  
Phospholipase C letztendlich zu einer Erhöhung des intrazellulären 
Calciumspiegels führen, sind die weiteren PGE2 – Rezeptoren an cAMP-
abhängige Signaltransduktionswege gekoppelt. EP3-Rezeptoren bewirken 
zumeist über inhibitorische G-Proteine eine Hemmung und EP2- und EP4-
Rezeptoren über stimulatorische G-Proteine eine Aktivierung der 
Adenylatcyclase.  
Eine Hemmung der Phosphodiesterase als cAMP-abbauendem Enzym mittels 
IBMX sowie die Gabe von 8-Br-cAMP führen zu einer Erhöhung der 
intrinsischen mdr1b Überexpression. Dies weist darauf hin, dass das mdr1b-
Gen einer cAMP-abhängigen Regulation unterliegt. Zudem konnte bereits unter 
PGE2 eine verstärkte cAMP-Produktion als Secondmessenger in Hepatozyten 
nachgewiesen werden (411), was dafür spricht, dass die Gs – gekoppelten 
Rezeptoren EP2 und EP4 maßgeblich an der PGE2 – vermittelten mdr1b - 
Überexpression beteiligt sein könnten. 
Während der EP2-Rezeptor in den meisten Geweben recht schwach oder gar 
nicht exprimiert wird, scheint der EP4-Rezeptor ubiquitär exprimiert zu werden, 
wodurch er für vorliegende Fragestellung größere Bedeutung hat. 
Die These einer Rolle von EP4 bei der mdr1b – Regulation wurde durch die 
Tatsache gestützt, dass eine Blockade des EP4-Rezeptors durch den 
Antagonist AH23848B die intrinsische mdr1b Überexpression primärer 
Rattenhepatozyten hemmte.  
Für eine Beiteiligung der Phosphokinase A (PKA) sprach, dass die Expression 
des PKA - Inhibitorproteins PKI ebenfalls zu einer Verringerung der 
intrinsischen mdr1b - Promotoraktivität führte.  
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Zielstruktur der PKA-abhängigen Phosphorylierung schien der 
Transkriptionsfaktor CREB (cAMP - responsive element binding protein) zu 
sein. Bei der Leberregeneration, in deren Rahmen es zu einer mdr1b – 
Überexpression kommt, spielt CREB eine wichtige Rolle bei PGE2 – 
abhängigen Regulationen (411),(341). Zur Untersuchung wurden 
Cotransfektionsexperimente mit einem mdr1b – Promotorkonstrukt und einem 
Expressionskonstrukt für eine dominant negative CREB – Mutante KCREB 
durchgeführt. Diese Mutante ist zwar in der Lage CREB, ATF-1 und CREMtau 
zu binden, ist aber nicht zur DNA - Bindung fähig. Die Expression des dominant 
negativen CREB, KCREB, vermittelte eine signifikante Hemmung der 
intrinsischen mdr1b – Promotoraktivität. 
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Abb. 41: PGE2 – abhängige Signaltransduktionswege. Nach ZIEMANN et al. (2003)(461) 
Eine Regulation von humanem MDR1 durch PGE2 könnte also über den EP4 – 
Rezeptor vermittelt werden. 
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4.7 MDR1 - unabhängige Resistenzmechanismen 
Eine Multidrug Resistance stellt immer eine Mischung aus verschiedenen 
Resistenzmechanismen dar. Die Zelle verfügt über mehrere Möglichkeiten, eine 
Resistenz auszuprägen. 
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Abb. 42: Zelluläre Faktoren als Verursacher der Drug Resistance. Aus GOTTESMAN et al. 
(2002) 
Neben einem verminderten Influx oder gesteigertem Auswärtstransport der 
Xenobiotika kann eine erhöhte Aktivität detoxifizierender Proteine wie 
Cytochrom P450 als „mixed function oxidases“, vermehrt aktvierte 
Mechanismen zur Reparatur der durch Xenobiotika geschädigten DNA oder 
eine Unterbrechung apoptotischer Signaltransduktionswege (z.B. über p53 oder 
Ceramide) zur Ausbildung einer Resistenz führen (146). 
Pgp spielt neben seiner Funktion als Transporter auch eine Efflux-unabhängige 
Rolle für einen protektiven Effekt auf die Vitalität von AML – Blasten, da es mit 
der Modulation von Sphingomyelin-Ceramid (SM) vermittelter Apoptose 
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assoziiert ist (306). Es agiert als antiapoptotisches Molekül durch die Reduktion 
des Pools an Plasmamembran-SM, welches zu Ceramid hydrolisiert werden 
kann. Ceramid ist ein spezifischer Suppressor von Zellwachstum und ein 
Induktor von Apoptose (161). Ebenfalls bei der Regulation von Caspase-
abhängigen Apoptose-Pathways scheint Pgp eine spezifische Rolle zu spielen. 
JOHNSTONE et al. (198) zeigten, dass Zellen, in welchen durch Selektion oder 
retrovirale Gentransduktion mit MDR1 cDNA Pgp – Expression induziert wurde, 
gegenüber Apoptose, welche durch Stimuli wie FasL, Tumornekrosefaktoren 
und ultraviolette Strahlung eine Caspase-Apoptose-Kaskade induziert wird, 
resistent waren. Möglicherweise geschieht dies durch einen Pgp-vermittelten 
Efflux von einer Schlüsselcaspase oder eines anderen Apoptosemediators, 
durch eine Verringerung des intrazellularen ATP-Pools oder durch eine Pgp-
induzierte intrazellulare pH-Verschiebung mittels Induktion eines Na+- und Cl- - 
abhängigen transmembranären Transports von H+ - Ionen. 
Ebenso wie der Efflux kann die Kompartimentierung von Xenobiotika zur 
Resistenzausprägung beitragen. FERRAO et al. (121) zeigten die Expression von 
Pgp in intrazellulären Vesikeln bei bestimmten AML - Zelllinien und Lokalisation 
von Daunorubicin in ähnlichen subzellulären Kompartimenten, welche in 
Anwesenheit von Pgp – Inhibitoren beeinflusst, moduliert wurde. 
Untersuchungen an Zelllinien und AML-Patientenproben ergaben, dass das 
Expressionsniveau von Pgp – mRNA oder Gesamtprotein besser mit dem 
Xenobiotikaefflux korrelierte als transmembranäres Zelloberflächen – Pgp 
allein, was darauf hindeutet, dass ebenfalls intrazelluläres Pgp zur MDR bei der 
AML beiträgt. Intrazelluläres Pgp war ebenfalls Gegenstand der 
Untersuchungen von SHAPIRO et al. (356). Sie zeigten, dass Pgp auch große 
Mengen zwei verschiedener Xenobiotika, Hoechst 33342 und Daunorubicin, im 
Inneren eines zytoplasmatischen Kompartimentes von resistenten CHRC5 – 
Zellen konzentriert. In der Membran der Vesikel wurde Pgp – Expression 
nachgewiesen. Das in diesen Vesikeln angereicherte Daunorubicin konnte 
durch Inhibition der Pgp – Funktion durch den Einsatz von Ciclosporin A 
freigesetzt werden, was zum Zelltod führte. Eine günstige Beeinflussung einer 
MDR durch Chemosensitizer scheint also auch auf einer Hemmung von 
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intrazellulärem Pgp zu beruhen, welches gehindert wird, das Xenobiotikum in 
zytoplasmatischen Vesikeln abzuspeichern und es dadurch nicht zur Wirkung 
kommen zu lassen. ATP-abhängige Transporter spielen somit eine wichtige 
Rolle für eine MDR - das unter 1.2 ausführlich beschriebene Pgp, aber auch 
andere wie MRP, BCRP oder das nicht zur ABC-Familie gehörige LRP bzw. s. 
Tab. 8. Das in diesem Zusammenhang häufig untersuchte LRP gehört nicht zur 
ABC-Superfamilie, da es keinen energieabhängigen Xenobiotika-Efllux durch 
die Plasmamembran zeigt (348). 
 
Tab. 8: Gewebelokalisation und mögliche Funktionen von ABC-Transportern. (11),(29) 
(29,33,37,38,66,73,88,89,103,138,190,197,196,204,224,223,233,236,238,258,278,281,310,311,331,342,353,373,384,3
85,431,432,439) 
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4.7.1 Multidrug Resistance Related Protein (MRP) 
MRP1 (23,75) wurde 1992 von COLE et al. (74) in H69 Zellen (kleinzelliges 
Lungenkarzinom) identifiziert, die einen MDR-Phänotyp ohne Pgp – Expression 
aufwiesen. Gentransferstudien von Pgp und MRP1 in ursprünglich sensitive 
Zellen zeigten eine Übertragung weitgehend ähnlicher Resistenzprofile 
(76,155,417,455). MRP1 agiert als Cotransporter von Glutathion (GSH) und 
natürlichen Toxinen aber auch Substanzen wie Vincristin (259,322). Ferner führte 
eine Unterbrechung des MRP1 – Gens in Mäusen zu einer vermehrten 
Sensitivität gegenüber Toxinen und erhöhte das GSH – Niveau in MRP-
exprimierenden Geweben und Organen (261). Die physiologische Rolle von 
MRP1 ist nicht erschöpfend geklärt. Bisher konnte nachgewiesen werden, dass 
es GSH-konjugierte Verbindungen und andere normale Zellmetaboliten wie 
LTC4 (Leukotrien C4), Glucuronat und Sulfatkonjugaten und 17β-estradiol 17-(β-
d-glucuronid) transportiert (197,243,257,259). Die Tatsache, dass der Einsatz von 
Pgp-Inhibitoren in Pgp-exprimierenden Tumoren von rezidivierten Lymphomen, 
Leukämien oder Retinoblastomen keinen befriedigenden Erfolg hatte 
(53,86,250,368), führte zu der Vermutung, dass MRP ebenfalls für eine Resistenz, 
besonders auch in Pgp-negativen Tumoren, verantwortlich gemacht werden 
kann. Hierfür spricht, dass in Neuroblastomen die Expression von MRP bei 
Diagnose negativ mit dem Therapieoutcome korreliert (232,296). Ferner konnten 
KUSS et al. (232) eine Korrelation zwischen der Deletion des MRP1 Gens und 
einem verbesserten Outcome von myelomonozytischer Leukämie aufzeigen. 
Die Erkenntnis, dass Buthionin sulfoximin, ein Inhibitor der GSH-Synthese, 
MRP-vermittelte MDR in einigen Tumorzelllinien umkehrt, führte zu weiterer 
Identifikation anderer Wirkstoffe, die sich ebenfalls das GSH-Niveau auswirken 
und MRP-vermittelte MDR modulieren (264,456). Überdies zeigen einige Studien, 
dass Verapamil nicht nur Pgp- sondern auch MRP-vermittelte MDR umkehren 
kann (1,34). Weitere allerdings strukturell sehr unterschiedliche Verbindungen 
wurden als MRP-Modulatoren in resistenten Tumorzelllinien identifiziert. Hierzu 
gehören der LTD4-Rezeptorblocker MK571 (137), das Pyridinanalogon PAK-104P 
(389), das Dihydropyridinderivat NIK250 (396), Imizothiazolderivate wie N276-12 
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(285) und das Pipecolinatderivat VX-710 (139). Mit Ausnahme von VX-710 ist von 
keinem der obigen Verbindungen bekannt, wie genau sie mit MRP interagieren. 
Untersuchungen mit einer photoaktiven Quinolinverbindung, sprechen hier für 
eine direkte spezifische Bindung an MRP (428,429). 
MRP wird als prognostischer Faktor bei der AML kontrovers diskutiert. ALLEN 
et al. gehen davon aus, dass neben Pgp auch MRP1 eine entscheidende Rolle 
bei der Entwicklung einer MDR spielt (7). VAN DER KOLK et al. (94) untersuchten 
AML-Patienten mit einer Inversion des Chromosom 16 (inv16). Diese 
Patientengruppe hat im allgemeinen eine günstige Prognose, was teilweise auf 
die Deletion des MRP1-Genes, welche bei einigen dieser Patienten 
nachgewiesen werden konnte, zurückgeführt wurde. VAN DER KOLK et al. 
konnten keine Korrelation zwischen MRP1 – Expression und Outcome 
feststellen. LEITH et al. (245) sehen im Gegensatz zu MDR1 bei MRP1 und LRP 
keine prognostische Signifikanz für das Outcome jüngerer AML – Patienten. 
LEGRAND et al. (242) kommen zu dem Schluß, dass die Rolle von MRP1 bei der 
AML von Erwachsenen noch weiter zu diskutieren ist. Um gesicherte Aussagen 
treffen zu können, sind Nachweistechniken zu standardisieren, um eine bessere 
Vergleichbarkeit der verschiedenen Studien zu erreichen. Besser zutreffende 
Prognosen bezüglich einer MDR könnten gemacht werden, wenn Pgp- und 
MRP1-Expression gemeinsam betrachtet werden (241,240,239). 
Auch zwischen MRP1 und COX könnte eine Assoziation bestehen. Der  
COX-1/COX-2 – Inhibitor Indomethacin und seine Analoga haben neben mehr 
oder weniger ausgeprägter COX-1 oder COX-2 Hemmung auch die Fähigkeit 
MRP1 zu inhibieren (410). Auch scheinen Prostaglandine Einfluß auf die 
Regulation von MRP1 zu haben. HOMEM DE BITTENCOURT et al. (177) 
untersuchten die Bedeutung der Produktion von Cyclopentenon 
Prostaglandinen (CP-PGs) für die Immunsystemfunktion beim Krebsgeschehen. 
Tumorzellen wie Antigen-präsentierende Zellen, welche durch Tumorinitiation 
stimuliert sind, produzieren große Mengen von Prostaglandinen des E- und D-
Typs (Abb. 43a), welche im Blut in CP-PGs umgewandelt werden (Abb. 43b). 
(Abb. 43c) CP-PGs werden unverzüglich von Lymphozyten aufgenommen, wo 
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sie ausgeprägte Veränderungen der Zellphysiologie bewirken (Abb. 43d), was 
zur Immunsuppression führt. In Abwesenheit einer effektiven Immunantwort, 
proliferieren Tumorzellen vorzugsweise in den späten Stadien des Krebses 
(Abb. 43e). Im Gegensatz zu den Beobachtungen in Lymphozyten exprimieren 
Tumorzellen in hohem Maße die MRP/GS-X – Pumpe. Diese eliminiert CP-PGs 
in den Extrazellularraum als GS-Konjugate und verhindert so deren 
zytostatische und zytotoxische Effekte (177). 
PGE2a PGD2
CP-PG CP-PG
• Angriff des Cytoskeletts
• Redox-Ungleichgewicht
• NF-kB Aktivierung
• DNA-Synthese
• Zellproliferation
• Antikörperproduktion
• Zytokinsekretion
• Zyclin-abhängiger 
Kinaseinhibitor p21
CP-PG + GSH Æ CP-PG-SG
MRP/GS-X Pumpe
Extrazellularraum
b
c
d
e
Tumorzelle
Antigen-präsentierende Zelle
 
Abb.43: Rolle der CP-PG Produktion im Immunsystem bei malignen Erkrankungen. Nach 
HOMEM DE BITTENCOURT et al. (2001)(177) 
 
Wie bei Pgp scheint auch bei MRP1 eine Modulation bzw. Inhibition durch 
Pharmaka nicht problemlos möglich zu sein. KIM et al. (214) untersuchten den 
Effekt verschiedener MRP-Inhibitoren wie Probenecid, Ofloxacin, Erythromycin, 
und Rifampicin, die in Abhängigkeit von der behandelten Zelllinie 
unterschiedlich gute Wirkung zeigten. Allerdings wurde bei maximalen noch 
nicht toxischen Konzentrationen dieser Verbindungen ein erheblicher Anstieg 
des MRP-Niveaus beobachtet, wie auch Meloxicam in höherer Dosierung MDR 
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wieder zu induzieren scheint. Hier ist zu beachten, dass Substanzen wie 
Rifampicin nachweislich Pgp induzieren und Fluorchinolone, zu denen 
Ofloxacin gehört, Substrate von Pgp sind (215,437). 
Diese Tatsache ist bei dem Einsatz in der Klinik zu beachten, da die Effekte der 
untersuchten Pharmaka sich als nicht gut berechenbar zeigten. 
4.7.2 Breast Cancer Resistance Protein (BCRP) 
CHEN et al. (63) zeigten 1990 ein 95-kDa MDR-assoziiertes Membranprotein  
(P-95), das Breast Cancer Resistance Protein (BCRP), in einer Doxorubicin-
resistenten Sublinie der Brustkrebs-Zelllinie MCF-7. Diese resistente Sublinie, 
MCF-7/AdrVp, exprimierte kein Pgp und war in hohem Maße gegen 
Anthracycline, Melphalan und Teniposid (VM26), allerdings nicht gegen 
Vinblastin, resistent (103). P-95 – Expression wurde in den mehrfachresistenten 
SCLC (Small Cell Lung Cancer) – Zelllinien NCI-H1688 und NCI-H660 und in 
Proben primärer Zellen von Patienten mit soliden Tumoren, welche resistent 
gegen Doxorubicin waren, nachgewiesen (102). In den mehrfachresistenten 
Zelllinien (MDF-7/AdrVp und NCI-H1688) wiesen DOYLE et al. (104) eine 
Assoziation zwischen P-95 und der Hochregulation des H19 – Gens nach. Das 
H19 – Gen besitzt eine wichtige Rolle bei der fetalen Differenzierung und gilt als 
Tumorsuppressorgen (104). DOYLE et al. nannten den neuen Transporter P-95 
BCRP, da es nach Transfektion in sensitive Zellen Resistenz verursachte und 
aus humanen Brustkrebszellen isoliert wurde (103). Andere Arbeitsgruppen 
bezeichneten BCRP als Mitoxantrone Resistance Protein (MXR) (278) oder 
Placental ABC Transporter (ABCP) (8). Das BCRP/MXR/ABCP – Gen ist 
evolutionär verschieden von den Familien, die Pgp und MRP1 codieren 
(337),(82,115,337). In humanen Daunorubicin-, Mitoxantron- und Topotectan-
selektierten Krebszelllinien wurde eine deutliche Überexpression von BCRP 
nachgewiesen (263,339). MALIEPAARD et al. (263) zeigten, daß BCRP in 30 
Sekunden 70% von Topotectan aus T8 und MX3 Zelllinien transportiert. In 
normalen humanen Geweben ist die Lokalisation von BCRP offenbar recht 
verschieden von der von Pgp und MRP1. Die höchste BCRP – Expression 
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findet sich in der Plazenta (262) und in bestimmten Bereichen des Putamen (8,103). 
Insgesamt ist die Expression in gesunden Geweben relativ gering, bei 
Erwachsenen in der Leber, Dünndarm und Colon recht ausgeprägt.  
ROSS et al. (338) untersuchten Proben primärer Zellen von 20 Patienten mit AML 
auf ihre BCRP-Expression hin, wovon bei der Hälfte kaum und einem Drittel 
relativ hohe Expression nachgewiesen wurde. Diese korrelierte nicht mit einer 
hohen Pgp-Expression, so dass BCRP möglicherweise in Pgp-negativen Fällen 
Resistenz gegen bestimmte antileukämische Medikamente verursacht. Eine 
hohe BCRP-mRNA - Expression ist bei der AML zumindest so häufig, dass 
weitere Untersuchungen durchgeführt werden sollen, um die Rolle des BCRP 
für das Outcome besser zu klären. 
4.7.3 Lung Resistance Protein (LRP) 
Das Lung Resistance Related Protein (LRP) wurde zunächst in einer 
nichtkleinzelligen Lungenkrebszelllinie identifiziert, die einen MDR Phänotyp 
aber keine Pgp-Überexpression zeigte (349),(372). LRP oder Major Vault Protein 
(MVP) ist der Hauptbestandteil eines Ribonucleinpartikels, dem Vault-Komplex. 
Diese zytoplasmischen Organellen sind evolutionär stark konserviert und finden 
sich im Nucleus der meisten eukaryotischen Zellen. Elektronenmikroskopische 
Untersuchungen zeigten Vaults als morphologisch recht komplexe Strukturen, 
welche dem Bogenaufbau eine Kathedrale ähneln, was der Grund für die 
Namensgebung durch KEDERSHA et al. (208) war (vault = Gewölbe, Wölbung). 
In normalen Geweben scheint LRP/MVP eine Rolle bei 
Detoxifikationsprozessen zu spielen (369), seine physiologische Funktion ist 
jedoch nicht vollständig geklärt. Ebenso ist noch unklar, welche Pharmaka 
genau durch Tumorexpression von LRP/MVP beeinflusst werden 
Transfektionsstudien in Zelllinien deuten darauf hin, das Vaults zur Resistenz 
gegen Anthracycline, Vincristin und Platinderivate beiträgt (216,318,348). Es gibt 
durchaus Indizien für eine Rolle von Vaults bei der klinischen Mehrfachresistenz 
(216,348,352). Besonders beachtenswert ist, dass in verschiedenen Pharmaka-
selektierten Zelllinien erhöhte Expression von LRP/MVP mit vermehrter 
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Resistenz assoziiert ist (193,192). Einige klinisch-pathologische Studien, jedoch 
nicht alle, ergaben, dass LRP/MVP – Expression bei Diagnose ein starker, 
unabhängiger prognostischer Faktor für schlechtes Chemotherapieansprechen 
bei der AML und anderen malignen Erkrankungen ist (36,125,124,166,251,314,352,448). 
Allerdings konnte nur durch Transfektion von LRP cDNA in sensitive Zellen 
keine Resistenz übertragen werden. (348). Dies spricht dafür, dass entweder 
LRP/MVP nicht die limitierende Komponente in der Vault-Familie darstellt oder 
dass Vaults MDR nicht signifikant beeinflussen. Andere Vault-Komponenten wie 
die Minor Vault Proteins und /oder Vault-RNA sind ebenfalls essentiell für 
funktionierende Vault-Partikel. 
KITAZONO et al. (216) konnten einen ersten Beweis dafür präsentieren, dass 
Vaults wirklich kausal mit der Entwicklung einer MDR verknüpft sind. Eine 
Reduktion der LRP/MVP – Expression durch spezifische Ribozyme in SW620-
Zellen, welche durch Natriumbutyratexposition LRP/MRP überexprimierten, 
hatte zur Folge, dass sich der Resistenzphänotyp in diesen Zellen wieder 
rückgängig machte. 
Nichtsdestotrotz bleibt die Frage offen, wie Vaults zum MDR Phänotyp führen. 
Es wird vermutet, dass Vaults zum Einschluß von Pharmaka in exozytotische 
Vesikel und/oder zum nukleo-cytoplasmischen Transport verschiedener 
Substrate beitragen. 
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4.7.4 Schlussfolgerung 
Sowohl die funktionelle MDR1 – Expression, welche durch Pgp-Expression und 
Substratefflux ausgedrückt wird, als auch die Cyclooxygenase – Aktivität, 
welche sich in vermehrter Produktion von PGE2 darstellt, werden in HL-60 – 
Zellen und primären Blasten durch Doxorubicin induziert. 
Im Gegensatz zu gesunden Lymphozyten und CD 34+ Stammzellen kommt es 
in mit Meloxicam vorinkubierten AML – Zellen und primären AML – Blasten zu 
einer verstärkten zytostatischen Effektivität von Doxorubicin. 
Daraus lässt sich nun folgern, dass 
• es offensichtlich eine Beteiligung der Cyclooxygenase – Funktion an der 
Anthracyclin-induzierten MDR1 – Expression bei der AML gibt 
• dieser Effekt vermutlich über COX – Produkte wie das PGE2 vermittelt 
wird 
• es sich scheinbar um einen selektiven Effekt bei malignen AML – Blasten 
handelt. 
Eine solche Selektivität ist wünschenswert, da sich möglicherweise durch den 
Einsatz von Meloxicam eine Option zur Effektivitätssteigerung der 
zytostatischen Therapie ohne nennenswerte Steigerung der systemischen 
Toxizität bietet. Dies wäre ein entscheidender Vorteil im Gegensatz zu einer 
reinen Resistenzprotein - Funktionshemmung, welche sich zum einen durch ein 
Ausschalten ebenfalls der physiologischen Schutz - Funktionen von Pgp, zum 
anderen durch eine hohe Dosierung der Hemmstoffe und deren unerwünschten 
Effekte negativ auswirken kann. 
Für den Wirkmechanismus von Meloxicam spielen unter Umständen auch 
Cyclooxygenase-unabhängige Faktoren wie die Aktivierung bzw. die Inhibition 
von Transkriptionsfaktoren wie NFκB, der auch mit der Aktivierung des MDR1-
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Genes verknüpft ist, oder TNF α eine Rolle. Ebenfalls die Phospholipase C, 
welche durch PGE2 , also durch COX-2 – Aktivität induziert wird, zeigt 
regulative Beteiligung an der MDR1 – Expression. 
Eine erhöhte Pgp - Expression hat nicht nur einen verstärkten Substratefflux, 
sondern auch eine Apoptose-hemmende Wirkung zur Folge. Ebenfalls 
Transportproteine wie MRP1, BCRP und LRP können zu einer MDR beitragen. 
Eine Modulation von einzelnen Transportern beispielsweise durch kompetitive 
Hemmstoffe zeigte nicht den gewünschten Erfolg. Die Einflussnahme auf MDR 
über die COX-2 - Hemmung bietet viele Vorteile, da die COX-2 über 
verschiedene Mechanismen mit der Karzinogenese assoziiert ist. Sie bedingt 
Inhibition der Apoptose, verstärkte Angiogenese, verstärkte Invasivität, 
Modulation von Inflammation bzw. Immunsuppression und Umwandlung von 
Prokarzinogenen in Karzinogene. Die positive Korrelation von COX-2 mit der 
Inhibition der Apoptose ist assoziiert mit erhöhter PGE2 – Freisetzung, durch 
welche pro- und antiapoptotische Faktoren wie bcl-2, MAKs/ras, Caspase 3 und 
Par-4 moduliert werden. COX-2 – Aktivität erhöht die Expression von 
Wachstumsfaktoren wie VDEG (Vascular Endothelial Growth Factor), PDGF 
(Platelet Derived Growth Factor) und bFGF (basic Fibroblast Growth Factor) 
und Metalloproteinasen (MMPs). Somit ist eine COX-2 – Hemmung durch 
Ausschaltung dieser Mechanismen zusätzlich zu der positiven Beeinflussung 
einer MDR eine vielversprechende Möglichkeit in der AML-Therapie. 
Eine Multidrug Resistance darf jedoch nicht unter dem Aspekt nur eines 
Transportproteines oder nur eines Signaltransduktionsweges betrachtet 
werden. Es ist davon auszugehen, dass die Zelle in der Lage ist, bei Hemmung 
des einen Mechanismus sich eines Ersatzmechanismus zu bedienen. Eine 
MDR ist sicherlich in vielen Fällen als ein Summeneffekt verschiedener 
Mechanismen anzusehen, was in diesen Untersuchungen dadurch deutlich 
wird, dass durch den Einsatz von Verapamil, aber auch Meloxicam die 
funktionelle MDR1-Expression nie ganz aufgehoben werden konnte. Umso 
wichtiger ist es, die noch ungeklärten Fragen diesbezüglich durch umfassende 
und differenzierte weitere Untersuchungen zu beantworten. 
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5 Zusammenfassung 
Multidrug Resistance (MDR) ist ein erhebliches Problem bei der Behandlung 
einer akuten myeloischen Leukämie (AML) im Kindesalter. MDR ist häufig 
assoziiert mit einer verminderten Akkumulation von Zytostatika wie dem 
Anthracyclin Doxorubicin, was durch ATP-abhängige transmembranäre 
Transporter wie dem P-Glykoprotein (Pgp) verursacht wird.  
Doxorubicin (ADR) ist ein wichtiges Medikament für die Therapie der AML beim 
Kind und ein bekannter Induktor von MDR. Gleichzeitig ist es aber auch ein 
Substrat von Pgp, somit sinkt seine zytostatische Effektivität bei einer 
Überexpression von Pgp. 
Die Expression des Enzyms Cyclooxygenase-2 (COX-2) wird unter 
pathophysiologischen Bedingungen wie Entzündung und vielen malignen 
Erkrankungen schnell und stark induziert. In primären Rattenhepatozyten wurde 
eine Assoziation von COX-2, mdr1b (dem MDR-Gen bei Nagern) und Pgp-
Funktion als Rho 123 – Efflux nachgewiesen, welche durch die COX-2 – 
Produkte Prostaglandin E2 (PGE2) und PGE2α vermittelt wurde. 
Die vorliegenden Untersuchungen sollten darüber Aufschluß geben, ob COX-2 
– Inhibitoren wie Meloxicam eine Möglichkeit zur MDR-Modulation in humanen 
AML-Blasten darstellen, wobei HL-60 – Zellen als Modell für die Untersuchung 
primärer Patientenblasten dienten. Die relative MDR1- und COX-2 – mRNA – 
Expression, Pgp - Expression und Rho123 – Efflux wurden zu diesem Zwecke 
im Northern Blot und durch durchflußzytometrische Messung unter 
verschiedenen Bedingungen quantifiziert. Zur Bestimmung der 
Zytostatikaeffektivität wurde das MTT – Assay genutzt. 
Sowohl in HL-60 als auch in allen Patientenproben wurde ein Coexpression von 
MDR1 - und COX-2 - mRNA nachgewiesen. In HL-60 nahm die Expression 
beider in Anwesenheit von Meloxicam dosisabhängig ab, MDR1 um maximal 
19%,  
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COX-2 um maximal 41%, was zusätzlich zur Enzymhemmung auf eine 
transkriptionelle bzw. translationale Wirkung von Meloxicam hindeutet.  
Wie erwartet kam es unter ADR in der Zelllinie und primären Blasten zu einer 
starken Induktion der Pgp – Expression und – Funktion. Letztere konnte durch 
den Pgp-Hemmstoff Verapamil in HL-60 dosisabhängig verringert werden. Hier 
ergab sich bei den primären Blasten allerdings ein sehr heterogenes Bild, bei 
einigen Proben fand nur ein geringes oder kein Ansprechen auf Verapamil statt, 
was auf die Beteiligung anderer Resistenzmechanismen hindeutet und 
sicherlich auch die Heterogenität des Kollektivs u.a. bedingt durch die 
verschiedenen FAB-Typen darstellt. 
Durch ADR wurde ebenfalls die COX-2 stark induziert, was sich in einer um ein 
Vielfaches gesteigerten PGE2 – Freisetzung äußerte. 
Eine 24-stündige Vorinkubation der Zellen mit Meloxicam in verschiedenen 
Konzentrationen konnte die Induktion durch ADR bei der Pgp-Expression um 
maximal 26%, bei dem Efflux um maximal 74% signifikant vermindern.  
Die Ergebnisse des MTT – Assays zeigten, dass die Vorinkubation mit 
Meloxicam die Effektivität von ADR deutlich verbessern konnte und zwar um bis 
zu 76%. Meloxicam allein zeigte keinen signifikanten Effekt und löste auch in 
den verwendeten Konzentrationen keine Apoptose in den Zellen aus, wie es für 
„nonsteroidal antiinflammatory drugs“ (NSAIDs) in bestimmter Konzentration 
beschrieben ist. 
Für eine regulative Rolle der COX-2 über ihr Produkt PGE2 spricht ferner, dass 
der Meloxicam – Effekt durch gleichzeitige Gabe von PGE2 teilweise 
aufgehoben werden konnte. 
Im Gegensatz zu HL-60 und primären Blasten zeigte Meloxicam in gesunden 
Lymphozyten und Monozyten bzw. gesunde CD34+ Stammzellen keinen 
modulierenden Effekt. Möglicherweise ist dieser Effekt selektiv in malignen 
Zellen, welche hohe Bereitschaft zur Resistenzausprägung und COX-2 – 
Expression zeigen, relevant. 
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Offensichtlich ist, dass eine Assoziation zwischen MDR1 und COX-2 bei der 
AML im Kindesalter besteht. Viele der vorliegenden Ergebnisse sprechen für 
eine Vermittlung über PGE2, allerdings kann auch die Beeinflussung von 
Transkriptionsfaktoren durch COX-Hemmstoffe eine Rolle spielen. 
COX-2 – Hemmstoffe sind neben der möglichen MDR-Modulation über Pgp für 
die Therapie maligner Erkrankungen vorteilhaft, da sie Mechanismen wie 
Apoptosehemmung, Angiogenese, verstärkte Invasivität, Immunsuppression 
und die Ausbildung von Karzinogenen unterdrücken können. 
Es müssen jedoch auch weitere ABC-Transporter wie MRP1 und BCRP als 
Kofaktoren zu einer MDR in Betracht gezogen werden. 
Eine Mehrfachresistenz stellt sich oft als ein Summeneffekt verschiedener 
Mechanismen dar, so dass nach isolierter Hemmung des einen immer noch 
weitere zur Verfügung stehen. Der Einsatz von MDR-Modulatoren brachte 
bisher nicht den gewünschten Erfolg. COX – Inhibitoren könnten als gut 
charakterisierte Pharmaka durch ihre zahlreichen positiven Wirkqualitäten auf 
maligne Zellen in schon geringen Dosen, ihre relativ geringen Nebenwirkungen 
und ihre gute Steuerbarkeit eine vielversprechende Option zur Unterstützung 
der Behandlung der AML bei Kindern darstellen. 
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Abb.  Abbildung 
ABC  "ATP-binding-cassette" 
ADR  Adriblastin  
AML  Akute myeloische Leukämie 
ATP  Adenosin-5`-triphosphat 
bidest.  bidestillata 
BSA  Rinderserumalbumin 
bzw.  beziehungsweise 
ca.  circa 
cAMP  zyklisches Adenosinmonophosphat 
CD  Cluster of Differentiation 
COX  Cyclooxygenase 
CR  Complete Remission 
CRE  cAMP Response Element 
DMSO  Dimethylsulfoxid 
DNA  Desoxyribonucleinsäure 
ED   Effektive Dosis 
EDTA  Ethylendiamintetraessigsäure 
EFS  Eventfree Survival (Ereignisfreies Überleben) 
EIA  Enzyme Immuno Assay 
ELISA  Enzyme Linked Immunosorbent Assay 
ER  Endoplasmatisches Reticulum 
FAB  French American British 
FACS  Fluorescense Activated Cell Sorting 
FCS  Fetales Kälberserum 
FITC  Fluoeszein Isothiocyanat 
g  Erdbeschleunigung 
GTC  Guanidiniumthiocyanat 
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HWZ  Halbwertzeit 
IC 50   
Ig  Immunglobulin 
IL  Interleukin 
kb  kilo Basen 
kDa  kilo Dalton 
LPS  Lipopolysaccharid 
MBD  membran-bindende Domäne 
MDR  Multidrug Resistance 
moAB  monoklonaler Antikörper 
MOPS  4-Morpholinopropansulfonsäure 
mRNA  messenger RNA 
MRP  Multidrug Resistance Related Protein 
MTT  (3-([4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-dimethyltetrazoliumbromid))
NF-ĸB  Kernfaktor ĸB 
NO  Stickstoffmonoxid 
NSAID  Non-steroidal antiinflammatory drug 
OD  Optische Dichte 
p  Signifikanzniveau 
PBS  phosphatgepufferte Salzlösung 
PE  Phytoerythrin 
Pgp  P - Glykoprotein 
PI  Propodium Iodid 
pKA  
negativer dekadischer Logarithmus der 
Gleichgewichtskonstante im Massenwirkungsgesetz 
bezogen auf die Säurekonstante einer Säure 
PS  Phosphatidylserin 
Rho 123  Rhodamin 123 
RNA  Ribonucleinsäure 
RNAse  Ribonuklease 
rpm  rates per minute 
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RPMI 1640 RosVertiefung Park Memorial Institute Medium 1640 
rRNA  ribosomale RNA 
s.a.  siehe auch 
SD  Standardabweichung 
SDS  Natriumdodecylsulfat 
SE  Standardfehler 
SSC  Standard-Natrium-Citrat-Puffer 
Tab.  Tabelle 
TNF α  Tumornekrosefaktor α 
u.U.  unter Umständen 
UV  Ultraviolett 
v/v  Volumenprozente ml / 100 ml 
VCR  Vincristin 
VEGF  Vascular Endothelial Growth Factor  
w/v  Gewichtsprozente mg / 100ml 
z.B.  zum Beispiel 
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